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AP-1 activator protein 1 aktivátor protein 1 
Bcl6 B-cell lymphoma 6 protein B-sejtes limfóma 6 fehérje 
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protein-1 
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BV/TV bone volume/total volume relatív csontmennyiség 
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A csont jelentősége az emberi egészség számára mindig alapvető volt, átvitt értelemben 
az egész testre, magára az emberre is utalhat ez a szó (vén csont, minden csontjában érzi). 
A csont mint szerv szerepe az orvostudományban is egyre hangsúlyosabb, az utóbbi 
évtizedekben már nemcsak a nyilvánvaló funkcióival (struktúra, védelem, mozgás) 
kapcsolatos kutatások célpontja, hanem egyéb élettani és patológiai folyamatokban 
betöltött lehetséges szerepét is vizsgálják (ásványi elemek és zsír raktározása, 
hemopoézis, oszteoimmunológia), mely várhatóan további újdonságokat hoz a 
közeljövőben. 
 
1.1. A csontszövet jellemzése  
A csont alapállománya – az extracelluláris mátrix – szerves (30%) és szervetlen (70%) 
komponensből áll. A szerves állomány túlnyomó részt I. típusú kollagénből (90-95%), 
valamint egyéb típusú kollagénből, más fehérjékből (oszteokalcin, oszteopontin, csont 
szialoprotein) és proteoglikánokból (hialuronsav, kondroitin-szulfát) áll. A szervetlen 
állományt főként hidroxiapatit (Ca10(PO4)6(OH)2) kristályok, egyéb kalciumsók és 
foszfát képezi (1). 
Az emberi szervezetben megtalálható 206 csont különböző szempontok szerint sorolható 
kategóriákba, az alak szerinti csoportosítást az 1. táblázat részletezi. Ebből a szempontból 
a legjellegzetesebb típusra, a hosszú csöves csontokra jellemző a meghosszabbodott 
diafízis és az ízületeket alkotó, többnyire sima felszínű, lekerekített epifízis a 
csontvégeken. A diafízis és az epifízis közötti rész a metafízis, melynek nagy jelentősége 
van a csont növekedésében (1. ábra). 
A csontnak kétféle szerkezete ismert: a kortikális (másnéven tömör vagy kompakt) 
csontállomány a hosszú csöves csontok diafízisének felszíni rétegeiben található meg. A 
trabekuláris (szivacsos) állomány pedig ezen csontok epifízisére és a csigolyák mélyebb 




1. táblázat: A csontok kategorizálása alakjuk alapján 
A csontok alak szerint a következő kategóriákba sorolhatók: csöves, rövid, lapos, 





Hosszú csöves csontok combcsont, lábszárcsont, felkarcsont 
Rövid csöves csontok kéz- és lábközépcsontok, ujjpercek 
Módosult csöves csontok kulcscsont 
Rövid csontok  kéz- és lábtőcsontok 
Lapos csontok  lapocka, borda. szegycsont 
Légtartalmú csontok  halántékcsont, az arckoponya egyes csontjai 
Szabálytalan alakú csontok csigolyák, csípő, a koponyalap csontjai 







1.1.1. A csontot alkotó sejtek 
A csontszövet sejtjeit alapvetően három sejttípus alkotja. A csont felépítéséért felelős 
oszteoblasztok mezenhimális őssejt eredetűek (3). A hasonló eredetű strómasejtekkel 
együtt kulcsszerepük van a hemopoetikus eredetű sejtek fejlődésében, továbbá részt 
vesznek az oszteoklasztok fejlődésének és működésének szabályozásában is. Az 
oszteoblasztok kialakulásához különféle jelátviteli utak aktivációja szükséges, ezek 
részletezésére a jelen dolgozat nem tér ki (4-6). A csontépítés során az oszteoblasztok 
létrehozzák a csontszövet extracelluláris mátrixának szerves állományát (az oszteoidot) 
 
1. ábra: A hosszú csöves csontok szerkezete 
A hosszú csöves csontok epifízisből, metafízisből és diafízisből épülnek fel, 
velőüregből, szivacsos és tömör állományból állnak. 




számos strukturális fehérje, regulátorprotein és enzim szecernálásával. Ha az 
oszteoblasztok teljesen körbeépítették magukat, metabolikusan inaktívvá válva maguk is 
beépülnek a csontmátrixba és oszteocitákká differenciálódnak. Ezen nyúlványos sejtek fő 
funkciója a csontokat érő mechanikus hatások érzékelése és a többi csontsejttel való 
kommunikáció. Az oszteoklasztok a csontbontásért felelős hemopoetikus eredetű 
sokmagvú óriássejtek (7). A dendritikus sejtekhez és a makrofágokhoz hasonlóan mieloid 
prekurzorból differenciálódnak (2. ábra), majd egyedi biokémiai változások és fúziójuk 
révén kialakul érett alakjuk (8, 9). Az oszteoklasztok fejlődéséről és működéséről 




2. ábra: A csontsejtek eredete 
A mezenhimális őssejtből differenciálódnak az adipociták, a strómasejtek és a később 
osztteoblaszttá majd oszteocitává alakuló preoszteoblasztok. A mieloid prekurzorból 
makrofágok, dendritikus sejtek és – később oszteoklasztokká differenciálódó –





1.1.2. A csontátépülés 
Az oszteoblasztok és az oszteoklasztok működése nemcsak a csontok kialakulásához és 
fejlődéséhez szükséges, hanem a felnőtt szervezet csontanyagcseréjének egyensúlyban 
tartásához is. Egészséges felnőttben a trabekuláris csontállomány 15%-a átépül évente, 
ez a folyamatosan egyensúlyban lévő oszteoblaszt és oszteoklaszt működésnek, a 
remodellingnek köszönhető. A csontgerendák átrendeződése ezen kívül fontos még 
sérülések esetén vagy megváltozott terheléshez történő alkalmazkodás során is. Ebben a 
folyamatban a csontot alkotó sejtek összehangolt működésére van szükség: az oszteociták 
a mechanikus hatásokat érzékelve stimulálják az oszteoblasztokat, amelyek citokinek és 
sejt-sejt kapcsolatok révén aktiválják az oszteoklasztokat. A mechanizmus pontos 
részleteit az 1.3-as fejezetben mutatom be. A csontfelszínen az oszteoklasztok néhány 
napon belül úgynevezett Howship-lakúnákat, reszorpciós üregeket hoznak létre aktív 
csontbontó tevékenységük következtében. A folyamat végén a sejtek elpusztulnak (10). 
A kialakult oszteoklaszt rágásnyomokban az odavándorló oszteoblasztok megkezdik 
csontépítő működésüket a szerves csontállomány beépítésével. Az aktív oszteoblasztok 
I. típusú kollagénben gazdag alapállományt hoznak létre, amely a szekréció után 
stabilizálódik (pl. kollagén keresztkötések kialakulásával). Az így létrejött fehérjemátrix 
mineralizációja során kalcium, foszfát és hidroxiapatit mellett nátrium, magnézium, cink, 
fluor, citrát és bikarbonát épül be a csont sejtközötti állományába. Az oszteoblasztok 
révén létrejövő csontképzés akár hónapokig is eltarthat (11). 
A fenti folyamatok egyensúlya kritikus a szervezet megfelelő csonttömegének 
fenntartásához, bár bizonyos körülmények között az élettani folyamatok eltolódhatnak 
(pl. kalciumhiány esetén kialakuló fokozott csontbontás). Az említett funkciók 
szabályozásában szerepet játszó hormonok közül a parathormon (PTH) és a kalcitriol 
(1,25-dihidroxi-D3-vitamin) az oszteoblasztokon keresztül fejti ki hatását, a kevésbé 
tisztázott élettani jelentőséggel bíró kalcitonin közvetlenül az oszteoklasztokra hat. E 
mellett még az ösztrogének, androgének és a glükokortikoidok is fejtenek ki – az 
oszteoblasztokon keresztül – csonthomeosztázist befolyásoló hatásokat. Ezen indirekt 





1.1.3. A csontanyagcserét érintő betegségek 
Ha az előzőekben felvázolt egyensúly megbomlik, akkor a szervezet csonthomeosztázisa 
megváltozhat, ami a csontszerkezet károsodásával jár. 
Az oszteoklasztok hiányában kialakuló, megnövekedett csonttömeggel járó ritka 
betegség az oszteopetrózis (12). Leírója után ennek egyik, idősebb korban kialakuló 
változatát Albers-Schönberg kórnak is nevezik. Az öröklődő betegség tünetei az 
oszteoklasztok csontbontó működésének hiányában kialakult magas csontdenzitás 
következményei: vakság, perifériás idegek bénulása, károsodott vérképzés és – paradox 
módon – fokozott csonttörésre való hajlam. A fiatalabb korban kialakuló esetek még 
súlyosabbak, akár csecsemőkori halálozáshoz is vezethetnek.  
A megnövekedett csontsűrűséggel járó betegségeknek szerzett formái is ismertek. 
Ilyenkor az oszteoklasztok csökkent működése okozza a magas csontdenzitást. Ezekben 
az esetekben oszteoszklerózisról beszélünk, amely egyéb betegségekhez társul (pl. 
csontmetasztázis, Paget kór, oszteomielitisz, D-hipervitaminózis, hipoparatireoidizmus). 
Az oszteoklasztok fokozott működése csontvesztéssel és csökkent csonttömeggel, 
oszteoporotikus állapottal jár (13). A primer csontritkulás egy gyakori betegség (14), 
főleg idősebbekben és menopauzán túlesett nőkben jellemző. A szekunder csontritkulás 
más megbetegedések mellett jön létre (pl.: hiperparatireoidizmus, Cushing-szindróma, 
diabetes mellitus, hipogonadizmus) vagy gyógyszermellékhatásként (szteroidok) 
jelentkezik. A csökkent csontsűrűség miatt a csontok terhelhetősége csökken, azok 
meggyengülnek, elvékonyodnak. Ennek következtében az oszteoporotikus betegekben 
gyakori a patológiás törés (a csontok normál körülmények melletti, traumás hatás nélküli 
vagy minimális traumára bekövetkező törése), különösen a csigolyákban (15). 
A rosszindulatú tüdő-, emlő- és prosztatadaganatok gyakran adnak csontáttétet. Az 
oszteolítikus metasztázisok az oszteoklasztok túlműködését okozzák, ami a súlyos 
csontmennyiség-csökkenéshez és csonttörésekhez vezethet (16, 17). A tumorterápiában 
egyre nagyobb szerepet kapnak az ismert oszteoklaszt inhibitorok (18, 19). 
A reumatoid artritisz egy, a népesség kb. 1%-át érintő autoimmun eredetű ízületi 
megbetegedés (20), mely szintén fokozott csontvesztést okoz (21, 22). A betegség a kéz 




ízület is érintetté válhat. Ezen tünetek hátterében az áll, hogy az aktivált T-limfociták 
képesek az oszteoklasztokat stimulálni, így az immunsejtek túlműködése indirekt módon 
csonteróziókhoz vezet. 
 
1.1.4. A csont- és az immunrendszer kapcsolata 
A T-limfociták és az oszteoklaszt közötti kapcsolat nem egyedülálló kommunikáció a 
csontszövet sejtjei és az immunrendszer között, de ez a megfigyelés volt az első ezen a 
területen (23). További számos kísérlet erősítette meg, hogy a csontsejtek és az 
immunrendszer sejtjei nemcsak a csontvelőben fennálló fizikai közelségük miatt vannak 
szoros kapcsolatban, hanem a csontvelőn kívül, parakrin jelátviteli módon is 
kommunikálnak egymással. Ezen eredmények hatására az oszteoimmunológia a 
közelmúltban már önálló tudományterületnek tekinthető (11, 24, 25). Ez az összefüggés 
nemcsak az egészséges szervezetben, hanem betegségek patomechanizmusában is fontos, 
így az oszteoimmunológia klinikai jelentősége is folyamatosan nő. A gyulladásos 
betegségeken túl az oszteoporózisban is megváltozik az oszteoklasztok fiziológiás 
működése és különböző patológiás hatásokra a csontbontás jelentősen fokozódik, komoly 
csontvesztést eredményezve (26, 27). Ezek a kutatások nemcsak az érintett betegségben 
használt gyógyszerek alkalmazási körét szélesíthetik ki, hanem segíthetnek megérteni a 
betegségek patomechanizmusát is. Különösen igaz ez olyan fehérjék esetén, melyek 
szerepe igazolt mind a csontsejtek, mind az immunsejtek jelátvitelében (pl.: a Syk és a 
foszfatidilinozitol-3-kinázok (PI3K-ok)). 
 
1.2. A Syk és PI3Kβ fehérjék jellemzése 
1.2.1. A Syk szerkezete és működése 
A Syk fehérje neve a Spleen Tyrosine Kinase (Lép Tirozin Kináz) kifejezés rövidítéséből 
származik. A Syk (72 kDa) egy nem receptor tirozin kináz, mely alapvetően a 
hemopoetikus kompartmentben fejeződik ki (28, 29), azonban leírták más eredetű 
szövetekben is (emlőmirigy, szív, tüdő, csecsemőmirigy, bél (28, 30)). Emlős T-sejtekben 
és NK-sejtekben expresszálódik egy Syk homológ, a Syk fehérjecsalád másik tagja, a 




és egy C-terminális tirozin kináz katalitikus domén, valamint az ezeket összekötő 
interdomének (29). Alternatív splicing útján kialakulhat a Syk-B variáns, melyből 
hiányzik egy 23 aminosav hosszú, magi lokalizációs szignált tartalmazó (32) és magasabb 
ITAM-hez (immunreceptor tirozin-bázisú aktivációs motívumhoz) való affinitásért 
felelős szakasz (33) (3. ábra). Ezeket a variációkat leszámítva a Syk emlősökben 
konzervatívnak tekinthető, az irodalomban nem tesznek említést jelentősebb 
különbségekről a humán és egér Syk fehérje között, de vannak ismert eltérések 
muslicákban és hidraállatokban (29). Az értekezés során a Syk-re mint egér fehérjére 
utalok, a kísérletek is egereken, egérből származó sejteken történtek. 
 
Az SH2 domének alapvető fontosságúak a fehérje-fehérje interakciókban a foszforilált 
tirozinhoz való kapcsolódásuk miatt. A Syk SH2 doménjei különböző jelátviteli utakban 
szereplő ITAM szekvenciák foszfotirozinjaihoz kötődnek nagy affinitással (34). Az 
ITAM egy immunreceptor jelpályákban fontos konzervált szekvencia, amelynek 
jellegzetes aminosavsorrendje a következő: YxxL/Ix(6-8)YxxL/I (Y: tirozin, 
L/I: leucin/izoleucin, x: tetszőleges aminosav.) A két négyes szekvencia között 6-8, a 
molekula egyéb részét képező aminosav található (35). 
 
3. ábra: A Syk és homológjainak szerkezete 
A Syk-ből alternatív splicing útján kialakulhat a Syk-B variáns, melyből hiányzik egy 
23 aminosav hosszú szakasz. A Syk fehérjecsalád másik tagja, a ZAP70, egy 





Az SH2 doméneket a különösen konzervatív interdomén A régió választja el, melyben 
egy autofoszforilációs hely található (Tyr130). Ez a B-sejt receptor aktivációjakor 
foszforilálódik (36) ez a Syk és ITAM disszociációját eredményezi, így feltételezhetően 
gátló szerepe van (37, 38). A C-terminális SH2 domént és a katalitikus domént az 
interdomén B régió választja el, ahol több tirozin aminosav található, ezek foszforilációja 
downstream jelátviteli molekulák kapcsolódására alkalmas (39-42). A katalitikus (kináz) 
domén szintén tartalmaz tirozinokat, melyek foszforilációja a kináz aktivitáshoz 
szükséges (43) (4. ábra). A katalitikus doméntól C-terminális irányban is találhatók 
foszforilálható tirozinok (Tyr624, Tyr625), ezek feltehetőleg önszabályozó gátló 
mechanizmusokban és további downstream szignalizációban vesznek részt (44). 
 
A Syk-en keresztüli szignalizációt korábban kizárólag az adaptív immunrendszer 
leukocitáihoz kapcsolták, azonban mára már ismertek a Syk egyéb, nem immun funkciói 
is. Kimutatták jelentőségét trombocitákban (45, 46), hízósejtekben (47), nyirokér- (48) és 
oszteoklaszt fejlődésben (49), de adaptív immunrendszerrel nem rendelkező ecetmuslicák 
gliasejtjeiben is (50). A Syk kulcsszerepet játszik klasszikus immunreceptorok 
(Fc-receptor, B-sejt-receptor, T-sejt-receptor) downstream szignalizációjában. Az 
említett receptorok ligandkötése után a receptorhoz asszociált Src-kinázok aktiválódnak 
(51, 52), majd autofoszforiláció útján tovább fokozódik aktivitásuk (53), ez pedig a 
receptorokban vagy az azokhoz kapcsolódó transzmembrán adapter fehérjékben található 
ITAM szekvenciák tirozinjainak foszforilációjához vezet (54). Ezekkel a 
 
4. ábra: A Syk szerkezete és autofoszforilációs helyei 
A Syk-en autofoszforilációs hely található az interdomén A és B régiókban, valamint 





foszfotirozinokkal lép kapcsolatba a Syk két SH2 doménje révén (55), melynek hatására 
a Syk-ben bekövetkezik egy kináz aktivitást fokozó konformációváltozás (56). A Syk 
autofoszforilációja tovább fokozza aktivitását és lehetővé teszi a downstream 
szignalizációt (34). Ez megvalósulhat SH2 domén tartalmú adapter fehérjékkel való 
interakció révén vagy jelátviteli molekulák (pl. Vav, PI3K, PLCγ2) foszforilációjával, 
ami különféle sejtfunkciók aktiválódásához vezet (pl.: a citoszkeleton átrendeződése, 
ROS termelés, sejtdifferenciáció és -proliferáció, túlélés, citokintermelés) (29) (5. ábra). 
A klasszikus, ITAM-mal rendelkező immunreceptorokhoz kapcsolt jelátviteli 
folyamatokon kívül a Syk részt vesz egyéb szignalizációkban is, például az integrinek 
(57), C-típusú lektinek (58) és kemokin receptorok (59) esetén. Neutrofil 
granulocitákban, makrofágokban és oszteoklasztokban a β2-integrin jelátvitelében történő 
Syk aktivációhoz szükséges két ITAM-tartalmú transzmembrán adapter fehérjét 
azonosítottak: a DNAX aktiváló fehérje (DAP12) és az Fc-receptor γ-lánc (FcRγ) (49, 
60). Az FcRγ hasonló szerepét bazofil granulociták IL-3 receptor jelpályájában is 
kimutatták (59). A Syk szerepét igazolták autoantitest-indukált artritiszben (61-64), 
C-típusú lektinek által mediált jelátvitelben patogének felismerésében (65-67) és nekrózis 
esetén (68) is. A Syk féléletidejéről különböző hemopoetikus sejtekben áll rendelkezésre 
irodalmi adat, ez a fehérje esetében 10-12 óra közé tehető, az mRNS esetén kb. 3,5 óra 
(69, 70). 
Látható tehát, hogy a Syk számos sejtben, különböző jelátviteli pályákon változatos 







1.2.2. A Syk vizsgálata 
A Syk-et a ’90-es évek elején már kimutatták sertéslép homogenizátumból (71), de 
vizsgálatát több tényező is korlátozta. A gátlószerek nem megfelelő specificitása és 
metabolizmusa, valamint a KO egerek csökkent túlélése mind problémát jelentettek. 
 
5. ábra: A Syk-mediált jelátvitel általános mechanizmusai 
A Syk SH2 doménjei révén különböző receptorokban vagy azokhoz tartozó adapter 
fehérjékben lévő vagy ITAM vagy hemITAM szekvenciák foszfotirozinjaihoz 





Már a Syk felfedezése előtt voltak in vitro eredmények a piceatannol (3',4',3,5-
tetrahidroxi-transz-sztilbén, Astringinin; C14H12O4) kinázgátló hatásáról (72), néhány 
évvel később pedig kimutatták, hogy viszonylag alacsony (a Lyn-hez képest 10-szer 
kisebb) IC50 értéke van a Syk-re (73). A piceatannolnak azonban gyors glükuronidációja 
miatt nem ideálisak a farmakokinetikai tulajdonságai (74). 
A fostamatinib (R788; C23H26FN6O9P) ennél lényegesen jobb farmakokinetikai 
tulajdonságokat mutat, nem véletlen, hogy az utóbbi időkben a klinikai használatra 
legesélyesebb Syk gátlószer lett. A fostamatinib egy orálisan alkalmazott molekula, 
amely beadást követően R406-tá metabolizálódik a bélrendszer nyálkahártyájában, és 
ebben az aktív formájában a Syk gátlószereként működik (75), bár néhány degranulációs 
és oxidatív burst sejtmentes assayekben kapott adat szerint a fostamatinib a Lyn és a Syk 
gátlásában hasonló IC50 értéket mutatott (76). Kimutatták a fostamatinib protektív hatását 
kollagén-indukált artritiszben (77), az R406-ét pedig autoantitest-indukált artritiszes 
egérmodellben (78). Mindemellett a gátlószerek a Syk-en kívül más kinázokat is gátolnak 
(78, 79), ami korlátozza használhatóságukat. 
A Syk a reumatoid artritisz egyik terápiás célpontja emberben is (80-82), a 2010-es évek 
elején több engedélyeztetési eljárás indult a fostamatinib reumatoid artritiszben és más 
hematológiai betegségekben való használatért, azonban a folyamatok a fázis III 
vizsgálatokon nem jutottak túl (81, 83). 2018-ban végül kereskedelmi forgalomba került 
egy fostamatinib tartalmú szer, mikor az USA Élelmiszerbiztonsági és Gyógyszerészeti 
Hivatala engedélyezte a Tavalisse klinikai alkalmazását krónikus trombocitopéniában 
(84, 85). 
Mivel a Syk spontán mutációja nem ismert, a Syk genetikai hátterű vizsgálatára 1995-ig 
kellett várni, amikor két kutatócsoportnak is sikerült létrehoznia a Syk génhiányos (Syk 
KO, Syk−/−) egeret, melyek perinatális letalitást, in utero petechiákat és károsodott B-sejt 
fejlődést mutattak (86, 87). Később kiderült, hogy a vizsgálatokat jelentősen hátráltató 
perinatális letalitást nem a petechiák miatt történik, hanem a vér- és nyirokerek 





A korai halálozás megnehezíti a KO egerek vizsgálatát, de embrionális 
májtranszplantációval létrehozott ún. kiméra egerek segítségével a hemopoetikus 
rendszer – korlátozott keretek között – vizsgálható (61). Így sikerült leírni Syk-hiányos 
oszteoklasztok in vitro károsodott fejlődését és működését (49), makrofágok és 
neutrofilek csökkent fagocita funkcióját (88), valamint dendritikus sejtek antigén 
internalizációjának károsodását (89). 
Más eredetű sejtek tanulmányozásához vagy komplexebb in vivo vizsgálatokhoz azonban 
egy ennél kifinomultabb rendszerre volt szükség. A Cre mediált kondicionális KO egerek 
(90) létrehozásával lehetőség nyílt szövetspecifikus és indukálható Syk törlésre 
(részletezve a 3.1.1. fejezetben) (52, 91, 92). A szövetspecifikus Cre kifejeződés 
megfelelő promóter által lehetővé teszi a Syk célzott törlését bizonyos sejttípusokban, 
míg azokban a sejtekben, ahol a Cre promótere nem aktiválódik, nem történik deléció. A 
folyamatra a megfelelő Cre promóter kiválasztásán túl nincs ráhatásunk, így a törlés 
időbelisége is a Cre promóterétől függ (7. ábra). A Cre kifejeződés és az általa való 
géntörlés hatékonysága ezért nagyban függ a választott promótertől. 
 
 
6. ábra: A vad típusú (VT) és Syk−/− egér embriók makroszkópikus képe az 
embriogenezis 17,5 napján 
A Syk-hiányos egérembriókban a vér- és nyirokerek szeparációjának károsodása 









A Cre aktiválása kiváltható tamoxifen adásával indukálható módon, ha azt egy módosított 
ösztrogénreceptor ligandkötő doménjével fuzionáltatják (CreERT2) (93). Ilyenkor a Cre 
expressziónak és a Syk törlésének időbelisége is kontrollálható az 
ösztrogénreceptor-ligand tamoxifen adásával, amely felelős a receptor-Cre komplex 
sejtmagba jutásáért. Megfelelő szövetspecifikus promóter választásával ebben a 
rendszerben is limitálhatjuk a Cre expressziót bizonyos szövetekre. Problémát jelent 
azonban, hogy a tamoxifen – mint ösztrogén receptor antagonista vagy adott esetben 
agonista – önmagában is kivált bizonyos biológia hatásokat. Agonistaként indirekt módon 
 
7. ábra: A Cre-lox rendszer sematikus ábrázolása 
A szülők közül az egyik egér Syk génjét úgy módosították, hogy az első exon elé és 
mögé betettek Cre rekombináz hasítási helyet tartalmazó loxP szekvenciákat 
(floxolás). A másik szülő az adott promóternek megfelelő sejtekben kifejezi a Cre 
rekombinázt. A későbbi generációk utódjaiban azokban a sejtekben, ahol a promóter 
aktív, a Cre is expresszálódik és a Syk törlődik. Az egyéb sejtekben, ahol a promóter 




gátolja az oszteoklasztokat, így adása befolyásolja a csontdenzitást (94), ami az in vivo 
csonthomeosztázis vizsgálata esetén jelentős hátrányt jelent. 
 
1.2.3. A PI3Kβ szerkezete és működése 
A foszfatidilinozitol 3-kinázokat (PI3K) az 1980-as évek közepén írták le először (95). 
Az enzimcsalád tagjai különböző foszfatidilinozitolok inozitol gyűrűjének 3-as 





) hoznak létre (96). A PI3K-ok rendkívül változatos sejtfunkciókban 
játszanak fontos szerepet mint az aktin újrarendeződés, migráció, sejtnövekedés, 
proliferáció, differenciáció, túlélés stb. (97) (8. ábra).  
 
Az enzimcsaládnak – szerkezeti tulajdonságiak alapján – 3 klasszikus osztálya ismert 
(98), ezen osztályok tagjai eltérő reakciókat katalizálnak (99), sőt újabban egy 
strukturálisan eltérő IV. osztályt is elkülönítettek, melynek tagjai nem 
foszfatidilinozitolokat foszforilálnak, hanem szerin/treonin kináz aktivitással bírnak 
(100). A 4 osztály közül a legjobban ismert csoport az I. osztály (Class I), amely további 
 
8. ábra: A 3-foszfoinozitid jelátvitel 
A különböző PI3K osztályok (Class I, Class II és Class III) aktivátorai, szubsztrátjai, 





alosztályokra bontható: a PI3KA alosztályra, amely tagjai tirozin kináz receptorok 
szignalizációjában vesznek részt, valamint a PI3KB alosztályra, amely tagjai G-fehérje-
kapcsolt receptorok jelpályáiban aktiválódnak (99). A PI3KA alosztály tagjai p110α, 
p110β, vagy p110δ katalitikus alegységgel és p85α, p85β, p55α, p50α vagy p55γ 
szabályozó alegységgel rendelkeznek. Ebbe az alosztályba tartozik a PI3K α, β és δ. A 
PI3KB alosztály tagja – a PI3Kγ – p110γ katalitikus alegységgel és p101 vagy p87 
szabályozó alegységgel rendelkezik (97) (2. táblázat, 9. ábra: ). 
 
2. táblázat: A PI3K-ok csoportosítása 
A különböző PI3K osztályokba (Class I, Class II és Class III) tartozó fehérjék és azok 
alegységei. 












PI3KB PI3Kγ p110γ p101 vagy p87 
Class  
II 
  PI3K-C2α C2α - 
  PI3K-C2β C2β - 
  PI3K-C2γ C2γ - 
Class 
III 







1.2.4. A PI3Kβ vizsgálata 
A PI3K α, γ és δ izoformájáról több adat áll rendelkezésre, mint a β izoformáról, ugyanis 
azokban a génmódosított egerekben, ahol a PI3Kβ katalitikus alegysége teljesen törlődött, 
embrionális letalitás tapasztalható (101). Ez a probléma kiküszöbölődött egy olyan 
egértörzs létrehozásával, ahol nem hiányzott a teljes katalitikus domén, hanem egy exon 
törlésével annak csak a kináz aktivitása szűnt meg, így az egerek túléltek (102). 
A PI3K-ok farmakológiai alapú vizsgálatához az általános PI3K gátlószert, a gomba 
eredetű wortmannint használták, mellyel szemben a különböző PI3K osztályok eltérő 
szenzitivitással bírtak (103). Egy másik, szintetikus gátlószer, a LY294002 is mutatott 
(kevésbé potens) PI3K gátló hatást (104), azonban nem bizonyult kellően szelektívnek 
(105). 
A PI3K-ok β izoformájának vizsgálatához szelektív gátlószerre vagy génmódosításra volt 
szükség. A TGX221 egy olyan gátlószer, amelynek IC50 értéke nagyságrendekkel 
alacsonyabb a PI3K-ok ubikviter módon kifejeződő β izoformájának esetén (99) (3. 
táblázat). 
 
9. ábra: A PI3K-ok I. osztályába tartozó tagjainak szerkezete 
A PI3KA alosztály tagjai p110α, p110β, vagy p110δ katalitikus alegységgel és p85α, 
p85β, p55α, p50α vagy p55γ szabályozó alegységgel rendelkeznek. A PI3KB alosztály 








1.3. Az oszteoklasztok fejlődése és működése 
Az oszteoklasztokat, más néven csontfalósejteket, már megemlítettem az 1.1.1. 
fejezetben a csontot alkotó sejtek között. Mivel vizsgálataink középpontjában állnak, 
részletes jellemzésükre is sor kerül ebben a fejezetben. 
Az oszteoklasztok hemopoetikus eredetű többmagvú óriássejtek, amelyek a mieloid 
előalakok egyedülálló biokémiai érésével és fúziójával jönnek létre (8, 9). Az 
oszteoklasztok érési folyamatának első része hasonló a makrofágok fejlődéséhez: a 
hemopoetikus őssejt mieloid prekurzorrá és makrofág-oszteoklaszt-előalakká 
differenciálódik. A folyamathoz elengedhetetlen az M-CSF (makrofág kolónia-stimuláló 
faktor) citokin jelenléte.  
Ezek az előalakok a csontfelszín közelében az ott található oszteoblasztok hatására 
átprogramozódnak és oszteoklaszt irányba fejlődnek tovább. A folyamathoz 
nélkülözhetetlen az oszteoblasztokon megtalálható RANK ligand (RANKL; másnéven 
TNFSF11, TRANCE, OPGL, vagy ODF) és az oszteoklasztokon lévő RANK (az NFκB 
receptor-aktivátora, másnéven TNFRSF11) interakciója. A RANKL nemcsak a RANK-
hoz, hanem az oszteoblasztok által szecernált oszteoprotegerinhez (OPG vagy 
TNFSF11b) is képes kapcsolódni (10. ábra). A RANK-on keresztüli oszteoklaszt 
aktiváció erősségét a RANKL/OPG arány határozza meg, hiszen az OPG-hez, mint 
3. táblázat: A PI3K I. osztályba tartozó tagjainak gátlószerei in vitro 
assay-ekben (IC50, μM) 
A wortmannin és a LY294002 az általános PI3K gátlószerek közé tartozik hasonló, 
bár a wortmannin esetében lényegesen alacsonyabb IC50 értékeik miatt. A TGX221 a 
PI3Kβ izoformára specifikus inhibitornak tekinthető. 
Forrás: (99) 
 PI3Kα PI3Kβ PI3Kγ PI3Kδ 
wortmannin 0,001 0,014 0,005 0,009 
LY294002 0,72 0,31 7,26 1,33 





szolúbilis decoy (csapda) receptorhoz kapcsolódott RANKL nem tudja stimulálni az 
oszteoklasztokat. Az oszteoklasztok indirekt, oszteoblasztokon keresztüli szabályozása is 
a RANKL/OPG arány változtatásával valósul meg. Parathormon, kalcitriol vagy 
glükokortikoidok hatására a RANKL termelése fokozódik, az OPG expressziója csökken, 
így a RANKL/OPG arány emelkedik, ami az oszteoklasztok aktivitásának fokozódását 
eredményezi. Ösztrogének és androgének hatására ezzel ellentétes folyamatoknak 
köszönhetően a RANKL/OPG arány – és ennek következtében az oszteoklasztok 
aktivitása – csökken. 
A RANK-RANKL kötődés hatására átíródnak az oszteoklasztokra jellemző és a 
fejlődésükben, működésükben kulcsszerepet játszó markerek: a c-Fos, az NFATc1 
(aktivált T-sejt nukleáris faktor 1), az NF-κB (nukleáris faktor κB) és az AP-1 (aktivátor 
protein 1) transzkripciós faktorok, az OSCAR (oszteoklaszt-specifikus sejtadhéziós 
fehérje), a TRAP (tartarát rezisztens savanyú foszfatáz), a katepszin K, az αvβ3 integrin 
és a kalcitonin-receptor fehérjék. A fúzióhoz nélkülözhetetlen DC-STAMP (dendritikus 
sejt-specifikus transzmembrán fehérje) expressziójának növekedése következtében 




integrinen keresztül jön létre (108), ez a lépés készíti elő az oszteoklasztok csontbontó 






Az oszteoklasztok kizárólagosan felelősek a szervezetben a csontbontó funkcióért, 
oszteoklasztok hiányában még olyan gyulladásos környezetben sem jön létre csontbontás, 
ami normál esetben masszív csontvesztést eredményezne (109). Ehhez a jellegzetes 





integrin) segítségével. Ebben a folyamatban a citoszkeleton átrendezésével kialakuló 
aktingyűrű kulcsszerepet játszik. Az így kialakult környezettől elzárt kompartmentbe, a 
Howship-lakúnába (reszorpciós üregbe) szecernálják az oszteoklasztok a csontbontáshoz 
szükséges sósavat (V-típusú H+ ATP-áz és ClC7 Cl- csatorna révén) és enzimeket (pl. 
katepszin K, exocitózis révén) (11. ábra: ). A folyamathoz szükséges az oszteoklasztok 
polarizációja, a csont felé eső apikális oldal redőződésével pedig létrejön a hullámos 
határmembrán (ruffled border), ami biztosítja a megnövekedett felületet az intenzív 
transzportmechanizmusoknak. A kalciumsók kioldása és a szerves állomány lebontása 
után fennmaradó törmeléket a sejtek fagocitálják és megemésztik vagy transzcitózissal a 
bazolaterális oldalon ürítik. 
 
10. ábra: Az oszteoklasztok fejlődése 
A csontvelői előalakok M-CSF jelenlétében először makrofág irányba 
differenciálódnak, majd a RANKL hatására átprogramozódnak, és preoszteoklasztok, 






1.3.1. M-CSF által aktivált jelátvitel 
Az M-CSF (makrofág kolónia-stimuláló faktor, másnéven CSF1, kolónia-stimuláló 
faktor 1) kritikus jelentőségű az oszteoklasztok fejlődésében, M-CSF-hiányos egerekben 
súlyos oszteopetrózis alakul ki (110, 111). Az M-CSF-et az oszteoblasztokon kívül több 
más sejttípus is kifejezi (pl. endotél sejtek, T-limfociták, strómasejtek) (112). Az M-CSF 
receptora, a c-Fms megtalálható a makrofágszerű sejtekből fejlődő oszteoklasztokon, 
szükséges azok túléléséhez, proliferációjához és differenciációjához (113). A c-Fms a 
tirozin kináz receptorok közé tartozik, a ligand kötődése után kis G-fehérjéken keresztül 
az ERK1/2 aktiválódik, ami számos sejtproliferációhoz vezető jelátviteli útvonalat 
kapcsol be pl. ciklin-dependens kinázok révén (108). A c-Fms fokozza a RANK 
expresszióját és részt vesz a túlélési jel közvetítésében is, ami nélkülözhetetlen az 
oszteoklasztok további fejlődéséhez (114). A PU.1 transzkripciós faktor expressziójának 




11. ábra: Az oszteoklasztok működése 
A polarizálódott oszteoklasztok sósavat és emésztőenzimeket (pl. katepszin K) 




1.3.2. A RANKL által aktivált jelátvitel 
Az M-CSF mellett az oszteoblasztok (116) (és oszteociták (117)) egy másik szabályozó 
molekula, a RANKL termeléséért is felelősek. Gyulladásos körülmények között 
T-limfociták is képesek az oszteoklasztokat ezen a jelpályán keresztül aktiválni (118). A 
RANKL receptora, a RANK, M-CSF hatására fejeződik ki az oszteoklasztok felszínén. 
Mind a RANKL-hiányos, mind a RANK-hiányos egerek súlyos oszteopetrotikus 
fenotípust mutatnak, ezekben az egerekben a fogak áttörése sem történik meg 
oszteoklasztok hiányában (23, 119). 
A RANK a TNF receptor szupercsalád tagja, amelynek nincs enzimaktivitása, a 
ligandkötés után trimerizálódik és a TRAF6 adapterfehérje kapcsolódik hozzá, amin 
keresztül megtörténik a MAPK-ok, az NF-κB és az AP-1 aktiválódása (120, 121). A 
következő lépésekben az NF-κB és a MAPK-ok a c-Fos (122), az AP-1, az NF-κB és a 
kialakuló kalciumoszcillációk az NFATc1 aktiválódását okozzák (123). Az aktivált 





integrinek, kalcitonin-receptor, DC-STAMP, V-típusú H+ ATP-áz, ClC7, 
katepszin K) (123), ezen kívül gátolja a Blimp1 és Sirt6 átírását, ezzel gátolva néhány 
RANKL jelpályát gátló fehérjét (MafB, IRF-8, Bcl6) (124-127). 
A RANKL jelpálya mellett az NFATc1 aktivációja létrejöhet TREM-2/DAP12 és 
OSCAR/FcRγ ITAM tartalmú és integrin mediált jelpályákkal való kooperáció révén is 






1.3.3. Integrin mediált jelátvitel 
Az oszteoklasztok fejlődésében és működésében a sejt-sejt kapcsolatok mellett alapvető 
szerepe van a sejtek extracelluláris mátrixhoz való kapcsolódásának. Ismert, hogy az 
oszteoklasztok in vitro kialakulásához a RANKL és M-CSF citokineken kívül a sejtek 
 
12. ábra: Oszteoklaszt jelpályák 
Az autoamplifikált NFATc1 fokozza az oszteoklaszt differenciációért, működésért és 
sejtfúzióért felelős gének átírását. A Blimp1 és Sirt6 expresszió fokozásával gátolja a 
MafB, IRF-8, és Bcl6 negatív regulátorokat. A MITF, c-Fos, és PU.1 transzkripciós 
faktorokkal együttműködve a DC-STAMP serkentésével elősegíti a sejtfúziót. Az RGD 




integrin jelpályán keresztül aktiválódik a c-Src, 
amely foszforilálja a Syk-et. A Syk a TREM-2/DAP12 és OSCAR/FcRγ jelpályákon 
keresztül is aktiválódhat, az SLP-76-tal és Vav3-mal komplexet alkotva aktiválja a 






letapadása is szükséges (128). Az integrinek olyan transzmembrán glikoproteinek, 
amelyek receptorként képesek az extracelluláris mátrixhoz vagy szomszédos sejtekhez 
kapcsolódni. Horgonyzó szerepükön túl fontos, kétirányú kommunikációs szerepük van 
a sejt és környezete között (inside-out és outside-in szignalizáció). Ligand (pl. 
fibronektin, vitronektin, kollagén, oszteopontin) kötődésének hatására a sejtben 
különböző szignalizációs utak aktiválódnak (citoszkeleton átrendeződés, sejtproliferáció, 
túlélés, immunreakciók, csontbontás stb.). Az integrinek heterodimer szerkezetű fehérjék, 
amelyek két transzmembrán alegységből (α és β) állnak. Mindkét alegységnek számos 
altípusa ismert. 
Az oszteoklasztokban az αvβ3 integrin játszik kulcsszerepet, gátlása csökkenti az 
oszteoklasztok csonthoz való tapadási és lebontó funkcióját (129, 130), a β3 alegység 
genetikai hiánya oszteopetrózishoz vezet (131), ami in vitro kompenzálható nagydózisú 
M-CSF-fel (132). Az oszteoklasztokban az αvβ3 integrin c-Src tirozin kináz 
közvetítésével aktiválja a fokális adhéziós kinázokat és egyéb, csontbontáshoz vezető 
jelpályákat (133) (12. ábra). A c-Src-hiányos egérben nem alakulnak ki az aktingyűrű 
struktúrák és oszteopetrózisban szenved (134). Az integrin mediált és az 
immunreceptor-szerű jelpályák közötti kapcsolat egyik fontos tényezője a c-Src aktiváció 
általi ITAM foszforiláció (12. ábra). 
 
1.3.4. Immunreceptor-szerű jelátvitel 
A fő klasszikus immunreceptorok (B-sejt és T-sejt receptorok, Fc-receptor) közös 
jelátviteli mechanizmusokat használnak (13. ábra). A receptorokhoz kapcsolódó 
adapterfehérjék ITAM-szekvenciákat tartalmaznak, amelyeket ligandkötés hatására 
Src-kinázok foszforilálnak, a foszforilált tirozinhoz SH2 domén tartalmú Syk vagy 
ZAP70 tirozin kinázok kapcsolódnak (ld. 1.2.1. fejezet), amelyek aktivációja további 
downstream szignalizációt eredményez (135, 136). 
Az M-CSF, a RANKL és az adhéziós jelpálya szerepe az oszteoklasztokban már régóta 
ismert és tisztázott, míg az immunreceptor-szerű jelpályák pontos helye az oszteoklaszt 




Az ITAM tartalmú adapter fehérjékre (DAP12 és FcRγ), és a hozzájuk kapcsolódó 
receptorokra az említett fő oszteoklaszt jelpályák ko-stimulációs szignáljaiként 
tekintenek (49, 137). Ezeknek az adaptereknek nincsen extracelluláris ligandkötő 
doménjük, ezért egy immunreceptor molekulához kapcsolódnak. Ez a DAP12 esetén a 
TREM-2, az MDL-1 vagy a Siglec-15, míg az FcRγ esetén az OSCAR vagy a PIR-A, 
melyek közül soknak még nem ismert a ligandja (138). A TREM2 esetében az sem biztos, 
hogy egy vagy néhány konkrét endogén ligandról beszélünk, vagy egy olyan receptorról 
van szó, amely számos molekulát tud kötni aspecifikusan (139). Az OSCAR esetében az 
endogén ligand a kollagén I, II és III (140). Ligandkötés után az FcR γ-lánc ITAM 
szekvenciái foszforilálódnak, ami Syk aktivációhoz vezet (141). Az ITAM tartalmú 
adapterek az NFATc1 mesterregulátor aktivációjához szükséges kalcium-oszcillációt 
indíthatnak be, ami az oszteoklasztok differenciációjához szükséges (142) (12. ábra). 
Több ilyen ITAM tartalmú adapterfehérjének még nem teljesen ismert a működése (143). 
Abban sincs egyetértés, hogy az immunreceptor-szerű jelpálya a RANKL jelpályába 







1.3.5. A Syk szerepe az oszteoklasztokban 
Az oszteoklasztok fejlődésében nélkülözhetetlen jelpályák ITAM tartalmú adaptereket 
(DAP12 és FcRγ) aktiválnak, amelyek Syk-en keresztül szignalizálnak (137, 144, 145). 
Ezen adapter fehérjék vagy a Syk hiánya károsodott oszteoklaszt fejlődéshez és súlyos 
oszteopetrózishoz vezet (49, 137). In vitro adatok alapján elmondható, hogy a DAP12 
hiányában, a DAP12−/−FcRγ−/− kultúrákban, valamint a Syk hiányában jelentősen 
károsodik az oszteoklasztok fejlődése mind alacsony, mind magas citokinkoncentráció 
esetén. Az FcRγ hiánya önmagában nem okoz károsodást, de a DAP12 hiányát az FcRγ 
nem képes kompenzálni (49) (14. ábra). 
 
13. ábra: Immunreceptor jelpályák 
Az immunreceptorok ligandkötése után a transzmembrán adapter ITAM 
szekvenciájában lévő tirozin aminosavak foszforilálódnak, ide kapcsolódnak a Syk és 







Az in vitro eredményekkel részben ellentmondanak az in vivo megfigyelések. A 
mikro-CT felvételek azt mutatják, hogy a DAP12 FcRγ-ral való együttes hiánya esetén a 
csontdenzitás-növekedés robusztus, míg ez a változás kevésbé jelentős a DAP12 hiányos 
egerekben, ahol feltételezhető az FcRγ részleges kompenzáló hatása. Az FcRγ-hiányos 
egerek csontsűrűsége nem növekedett a kontrollhoz képest (49) (15. ábra). A Syk−/− 
egerek embrionális letalitása miatt erről a genotípusról in vivo adat nem áll rendelkezésre, 
mert az egerek nem érték el az ehhez szükséges 7-10 hetes kort. Ezen egerek 
csontszerkezetének vizsgálatát csak embriókon próbálták kivitelezni (146). 
 
14. ábra: A DAP 12 és a Syk hiánya károsítja az oszteoklasztok fejlődését 
in vitro 
A csontvelői sejtek 2 nap alacsony (10 ng/ml) koncentrációjú M-CSF kezelést követő 
4 napon át tartó RANKL (70 ng/ml) és alacsony (10 ng/ml) vagy magas (100 ng/ml) 
koncentrációjú M-CSF kezelés hatására oszteoklaszt irányba differenciálódnak. Az 
ábrán az oszteoklasztok lilás színű, többmagvú óriássejtekként láthatóak. A DAP12, a 
DAP12 és FcRγ együttes, valamint a Syk hiányában jelentősen károsodik az 
oszteoklasztok fejlődése mind alacsony, mind magas citokinkoncentráció jelenlétében 






A Syk oszteoklaszt működésben betöltött szerepe más jelpályák vizsgálatakor is 
felmerült. Az αvβ3 integrin-mediált jelátvitelben is kimutatták a Syk jelentőségét (146, 
147). A Syk aktivációja szükséges az oszteoklasztokban kulcsfontosságú citoszkeletális 
átrendeződéshez is (144, 146). A Syk gátlása protektív hatású lehet különböző 
csontvesztéssel járó modellekben mint a reumatoid artritisz vagy a kollagén indukálta 
artritisz (148). Ezek alapján kiemelt fontosságú, hogy a Syk szerepét tisztázzuk az in vivo 
csonthomeosztázisban. 
 
1.3.6. A PI3-kinázok szerepe az oszteoklasztokban 
Az általános PI3K gátlószer wortmannin oszteoklasztogenezist gátló hatását már a ’90-es 
évek közepén kimutatták (149, 150). Később a kevésbé potens LY294002 hasonló hatását 
is leírták (151). A p85α-hiányos egerekben is károsodott az oszteoklasztogenezis (152), 
 
15. ábra: A DAP12 és az FcRγ hiánya oszteopetrózist okoz in vivo 
Különböző genotípusú egerek tibiáit mikro-CT analízisnek vetették alá. A 3D 
rekonstrukciós képen látható trabekuláris szerkezet (bal oldal) és a kvantitatív 
analízisen (jobb oldal) is azt mutatja, hogy a DAP12 hiánya csontdenzitás-növekedést 
okoz, míg a FcRγ hiányában nem tapasztalunk csontsűrűség növekedést, de együttes 





így felmerült a PI3KA alosztály jelentősége, munkacsoportunk pedig leírta ezen alosztály 
egyik tagjának, a PI3Kβ izoformának a szerepét (153). A projekt bővebb kifejtésére – dr. 
Győri Dávid eredményei alapján – részben ebben a fejezetben, az általam végzett 
kísérletek esetén pedig az eredmények fejezetben kerül sor. 
A PI3K izoformák közül a PI3Kβ mutatta a legmagasabb mRNS expressziót oszteoklaszt 
kultúrákban, így ennek az izoformának a farmakológia és genetikai megközelítéssel 
történő vizsgálata került előtérbe (16. ábra). 
 
A PI3Kβ-ra specifikus TGX221 adásakor az oszteoklasztogenezis károsodása az 
általános PI3K inhibitor wortmannin hatásával volt összemérhető, hasonló eltérések 
tapasztalhatók a funkcionális vizsgálatok során is (17. ábra). 
 
16. ábra: A PI3K izoformák mRNS expressziójának változása az oszteoklasztok 
érése során 
In vitro oszteoklaszt kultúrákban a RANKL adását követő napokban (0-3. nap) 
folyamatosan nőtt a PI3Kβ mRNS expressziója, míg a többi izoforma szintje csökkent 






Hasonló eltéréseket mértünk a PI3Kβ génhiányos egerek vizsgálatakor is. Ezen 
egerekben az oszteoklasztogenezis jelentős mértékben károsodott a vad típushoz képest, 




17. ábra: A PI3Kβ farmakológia gátlásának hatása az oszteoklasztok 
fejlődésére és működésére 
Vad típusú egerekből származó csontvelői sejteket 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml 
RANKL jelenlétében DMSO (vivőanyag), wortmannin (általános PI3K inhibitor) vagy 
TGX221 (PI3Kβ izoformaspecifikus gátlószer) hozzáadásával oszteoklaszt irányba 
differenciáltattunk. (A) TRAP-festés 3 nap differenciáltatás után. A wortmannin és a 
TGX221 jelentősen károsította az oszteoklasztok fejlődését. (C) Sötét látóteres 
mikroszkópos felvételek a hidroxiapatit felszínről 11 nap differenciáltatás után (a 
lebontott részek világos területként jelennek meg). A wortmannin és a TGX221 
jelenlétében csökkent oszteoklaszt funkciót tapasztalunk. (B, D) Kvantitatív analízis, 
oszteoklaszt szám és reszorpciós felszín. 







A fentiek alapján elmondható, hogy a PI3Kβ szükséges az oszteoklasztok fejlődéséhez és 
működéséhez. Annak tisztázására, hogy ez milyen módon történik, PI3Kβ-hiányos 
oszteoklasztokban két jellegzetes mechanizmust vizsgáltunk meg: az aktingyűrű-képzést 
és a savas vezikula leadást. A 19. ábra A paneljén látható, hogy a vad típusú 
oszteoklasztok jelentős hányadában kialakul az oszteoklasztokra jellemző gyűrűszerű 
struktúra, míg a génhiányos sejtekben nemcsak a kialakult oszteoklasztok száma csökken, 
hanem az azokban létrejövő aktingyűrűk aránya is, az aktingyűrű-képzés szinte 
megszűnik. A 19. ábra B paneljén látható, hogy a vad típusú sejtekben kevés savas 
vezikula található, míg a génhiányos sejtekben jóval több ilyen vezikula van jelen. 
Vélhetően a vezikulák ürítése is károsodott a PI3Kβ-hiányos egerekben.  
 
18. ábra: A PI3Kβ hiányának hatása az oszteoklasztok fejlődésére és 
működésére 
Vad típusú és PI3Kβ
−/−
 egerekből származó csontvelői sejteket 50 ng/ml M-CSF és 50 
ng/ml RANKL jelenlétében oszteoklaszt irányba differenciáltattunk. (A) TRAP-festés 
3 nap differenciáltatás után (C) Sötét látóteres mikroszkópos felvételek a hidroxiapatit 
felszínről 11 nap differenciáltatás után (a lebontott részek világos területként jelennek 
meg). A PI3Kβ hiányában károsodik az oszteoklasztok fejlődése és működése. (B, D) 
Kvantitatív analízis, oszteoklaszt szám és reszorpciós felszín. 







A PI3Kβ oszteoklasztokban a TREM2/DAP12 és az M-CSF jelpályákon keresztül 
aktiválódik (154). Downstream a PLCγ2, az ERK és az AKT fehérjéket aktiválja, melyek 
az oszteoklaszt-specifikus gének expresszióját, a túlélést, a proliferációt és a 
citoszkeletális átrendeződést, valamint a vezikulatranszportot szabályozzák. Győri Dávid 
2014-es cikkében leírtak szerint a PI3Kβ génhiányos egerekből indított kultúrák esetében 
nem tapasztalható károsodás a túlélésben, az oszteoklaszt-specifikus gének 
expressziójában vagy a proliferációban, viszont kimutattuk a károsodást a 
vezikulatranszportban és az aktingyűrű-képzésben (19. ábra) (153). Az irodalomban a 
citoszkeletális rendszer szabályozásáról más sejtekben és eltérő adatokat találni, egyes 
 
19. ábra: A PI3Kβ hiányának hatása az oszteoklasztok aktingyűrű-képzésére és 
savas vezikuláira. 
Vad típusú (VT) és PI3Kβ
−/−
 egerekből származó csontvelői sejtek 50 ng/ml M-CSF és 
50 ng/ml RANKL jelenlétében oszteoklaszt irányba differenciáltatva. (A) Alexa488-
falloidin festés segítségével láthatóvá tettük a sejtek aktin tartalmát. Zöld: aktin, kék: 
sejtmagok (DAPI festés), nyilak: aktingyűrű (B) LysoTracker Red festéssel láthatóvá 
tettük a sejtek savas vezikuláit. Piros: savas vezikulák, a bal oldali inzerten nyíllal 
megjelölve, a jobb oldali inzerten jelentős számú látható, jelölés nélkül, kék: 
sejtmagok (DAPI festés). 





források szerint a PI3Kβ – a Syk-hez hasonlóan - a RAC1, CDC42-et aktiválva okozza a 
citoszkeletális átrendeződést (155). Más forrás szerint a PI3K/AKT/MTOR jelpályán 
keresztül történik a szabályozás (156). 
Az aktingyűrű dinamikus változásainak vizsgálata PI3Kβ izoformaspecifikus gátlószerrel 
való kezelés hatására az egyik célkitűzésem, így az ezzel kapcsolatos kísérletekről az 






2. Célkitűzések  
Kísérleteim során a következő kérdések megválaszolását tűztük ki célul: 
1.) Milyen hatással van a Syk sejtvonalspecifikus törlése az in vivo 
csontanyagcserére? 
2.) Milyen hatással van a Syk sejtvonalspecifikus törlése az in vitro oszteoklaszt 
fejlődésre és működésre? 
3.) Mi okozza a Syk oszteoklaszt-specifikus és hemopoetikus törlése esetén tapasztalt 
eltéréseket? 






3. Módszerek  
3.1. Kísérleti állatok 
A kísérletek során felhasznált egerek C57BL/6 genetikai háttérrel rendelkeztek. A vad 
típusú C57BL/6 állatokhoz saját tenyészeteinkből jutottunk hozzá, a kísérletek során 
nemben és korban megfelelő, lehetőleg alomtestvér egyedeket használtunk. Az állatokat 
egyedi szellőztetéssel felszerelt ketrecekben (Tecniplast) tartottuk a Semmelweis 
Egyetem Elméleti Orvostudományi Központjának (SE EOK) konvencionális vagy 
specifikus patogénmentes (SPF) állatházban. Az állatokat standard körülmények között, 
normál tápot használva tartottuk. Az in vivo kísérletekhez szigorúan 9 hetes egereket, az 
in vitro mérésekhez 9 hetes vagy idősebb állatokat használtunk. A Semmelweis Egyetem 
Munkahelyi Állatjóléti Bizottsága a Ph.D. dolgozat megírásához felhasznált 
állatkísérleteket jóváhagyta. 
 
3.1.1. Syk-hiányos egerek 
A Syk gén floxolt allélvariációját, a Syktm1.2Tara mutációt hordozó egerek (továbbiakban 
Sykflox) Alexander Tarakhovsky (Rockefeller University) laborjából származnak (52), az 
egértörzset homozigóta formában tartottuk fenn (Sykflox/flox).  
A Ctsktm1(cre)Ska génmódosított egerekben (továbbiakban CtskCre) egy knock-in 
mutációnak köszönhetően egyrészt oszteoklaszt-specifikus módon, a Ctsk endogén 
promótere által szabályozva expresszálódik a Cre rekombináz, másrészt a Ctsk gén 
inaktiválódik az adott lókuszon. Ezért ezeket az egereket heterozigóta formában tartottuk 
és használtuk fel (továbbiakban Ctsk-Cre). Az egerek Shigeaki Kato (University of 
Tokyo) bocsátotta rendelkezésünkre (157).  
A Commd10Tg(Vav1-icre)A2Kio transzgén mutációt hordozó egerek egy inzerciónak 
köszönhetően a teljes hemopoetikus kompartmentben kifejezik a Cre rekombinázt a Vav1 
exogén promótere által (158), emellett a Commd10 gén inaktiválódik az adott lókuszon 
(159), így a Jackson Laboratory-ból származó egereket heterozigóta formában tartottuk 




A Ctsk-Cre és Sykflox/flox egerek keresztezéseskor az utódok között megjelentek a 
CtskCre/+Sykflox/flox (továbbiakban SykΔOC) állatok, amelyek esetén a Syk 
oszteoklaszt-specifikus törlését feltételeztük. A Syk teljes hemopoetikus 
kompartmentben való törléséhez a Vav-Cre és Sykflox/flox egereket kereszteztük létrehozva 
a Commd10Tg(Vav1-icre)A2Kio/+Sykflox/flox (továbbiakban SykΔHaemo) utódokat. A SykΔHaemo 
egerek valamivel kisebbek a vad típushoz képest. A csökkent térfogatú csontvelő miatt 
kevesebb csontvelői sejt nyerhető ki belőlük. E mellett a Syk KO kiméra egerekhez 
hasonlóan vélhetően B-limfocita populációjuk hiányzik. Ezen kívül leírták ezen egerek 
nyirokváltozásait (ödéma, vérrel telt nyirokerek) (160).  
A Sykflox allél Cre mediált törlésével létrejövő törölt allél a továbbiakban SykΔ allélként 
szerepel. 
 
3.1.2. PI3Kβ-hiányos egerek 
A Pik3cb
tm1.1Bvan/tm1.1Bvan
 mutációt hordozó egerekben (továbbiakban PI3Kβ
−/−
) a PI3Kβ 
p110β katalitikus alegységét módosították a gén 21-es és 22-es exonjának törlésével. Az 
egértörzset Bart Vanhaesebroeck (Barts Cancer Institute, Queen Mary University of 
London) biztosította számunkra (102). A PI3Kβ
−/−
 hím egerek infertilitást mutattak, így 
a kolóniát PI3Kβ
−/−
 nőstény és PI3Kβ
+/−
 hím egerekkel tartottuk fenn. A PI3Kβ
−/−
 egerek 
csökkent testsúlyt és élettartamot mutattak (102). 
 
3.1.3. A Lifeact-EGFP rendszer 
Az oszteoklasztok működése során kritikus jelentőséggel bíró aktingyűrű kialakulásának 
nyomon követése fontos része az oszteoklasztokkal kapcsolatos mechanizmusok 
tisztázásának. A korábbi eljárás, mely során fluoreszcens falloidinnel (az F-aktinhoz 
kötődő és azt stabilizáló toxikus anyaggal) festették meg a kultúrákat szükségessé tette a 
sejtek fixálását és permeabilizálását, így élő sejtek dinamikus változásait nem lehetett 
megfigyelni (161). 
A sejtek hosszú távú, károsítás nélküli vizsgálatához Michael Sixt (Institute of Science 




Lifeact egereket, amelyben a Lifeact-EGFP ubikviter módon expresszálódik (162). A 
Lifeact egy 17 aminosavból álló peptid, ami nagy affinitással kötődik az F-aktinhoz 
anélkül, hogy stabilizálná vagy károsítaná azt (163), a hozzá fuzionált EGFP pedig 
lehetővé teszi az aktinstruktúrák dinamikájának fluoreszcens megfigyelését. 
A Lifeact-EGFP transzgén állatokat PI3Kβ
+/− 
egerekkel keresztezve a második 
generációban születtek olyan utódok, amelyek kifejezték a Lifeact-EGFP-t, de 
PI3Kβ-hiányosak voltak. 
 
3.2. Mikro-CT analízis 
A 9-hetes egerek leölése után az állatok jobb femurját fogászati gyantával 1,5 ml-es 
Eppendorf-csövekben rögzítettük és mikro-CT analízisnek vetettük alá SkyScan 1172 
készülék segítségével az alábbiak szerint (153, 164). A szkennelés során 70 kV és 124 
μA erősségű sugárforrást alkalmaztunk 0,5 mm-es alumíniumszűrő mellett. A mintákról 
0,5°-onként készült felvétel, amikből a SkyScan NRecon szoftverrel rekonstruáltunk 5 
µm voxelméretű képeket, amelyeket Skyscan CTAn és CTVol szoftverekkel értékeltünk 
ki. A mintáknál azonos alsó csontdenzitás határértéket alkalmaztunk. 
A kvantitatív analízis során a disztális femorális metafízist vizsgáltuk, a vizsgált terület a 
disztális növekedési zónától számított 50. (0,25 mm) és 400. (2 mm) réteg közötti 
trabekuláris állomány volt, amit manuálisan jelöltünk ki. Az itt lévő trabekuláris 
állományban intenzív az oszteoklasztok működése, így az oszteoklasztokban 
bekövetkezett változások következménye a femur disztális metafízisében tapasztalható 
csontdenzitás változásokon egyértelműen nyomon követhető. A következő paramétereket 
vizsgáltuk: relatív csonttérfogat (BV/TV), trabekulaszám, trabekulavastagság, 
trabekulatávolság és struktúramodell index (SMI). Az SMI a trabekuláris állomány 
geometriáját jellemzi, annak alakja alapján. A felszín és a térfogat alapján kiszámított 
paraméter a következő értékeket veheti fel: lapos elemek esetén 0, rúdszerű elemek esetén 





A reprezentatív keresztmetszeti képek a disztális növekedési zónától számított 200. 
rétegben (1 mm) készültek, a 3D képeken a 150. és 450. réteg közötti 500 µm átmérőjű 
és 1,5 mm magas tengelyirányú hengert mutatom be. 
 
3.3. Szövettani és immunhisztokémia vizsgálatok 
9 hetes egerek jobb femurjait 4%-os paraformaldehidben (Sigma-Aldrich) tároltuk, majd 
Osteomoll (Merck) oldatban 3 hétig dekalcináltuk. A mintákat dehidrálás után a Leica 
EG1150H eszközzel paraffinba (Leica) ágyaztuk. Thermo Scientific HM340E 
mikrotómmal 8 µm-es metszeteket készítettünk, amelyeket a hisztomorfometriai 
vizsgálatokhoz hematoxilineozin festésekkel (Leica) kezeltünk. Az immunhiszotkémiai 
vizsgálatok során az oszteoklaszt-specifikus kalcitonin-receptor kimutatásához 
anti-Calcitonin Receptor (Abcam AB11042) elsődleges antitestet és anti-nyúl Alexa 
Fluor 488 (Life Technologies, A11034) másodlagos antitestet használtunk. A 
metszetekről a Nikon ECLIPSE Ni-U mikroszkóphoz csatlakoztatott Nikon DS-Ri2 
kamerával készítettünk felvételeket. 
 
3.4. In vitro oszteoklaszt és makrofág kultúrák, oszteoklaszt reszorpciós 
vizsgálatok 
Az in vitro oszteoklaszt kultúrákat a laborban beállított és megszokott módon hoztuk létre 
(153, 164). A vad típusú, SykΔOC és SykΔHaemo egerek hosszú csöves csontjaiból (femur és 
tibia) PBS-sel való átmosás után kinyertük a csontvelői sejteket, amelyeket α-MEM 
médiumban (Sigma) (10% FCS-sel (Gibco), 1% L-Glutaminnal és 1% antibiotikummal 
kiegészítve) 10 ng/ml rekombináns M-CSF (Peprotech) jelenlétében 2 napig 
tenyésztettünk. A nem letapadó sejteket 1.5×105 sejt/cm2 koncentrációban 
szövetkultúra-kezelt felszínre helyeztük és 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL 
(Peprotech) jelenlétében oszteoklaszt irányba differenciáltattuk. Ezzel párhuzamosan 
hasonló körülmények között, de RANKL hozzáadása nélkül makrofág kultúrákat is 
létrehoztunk. A sejteken a médiumot kétnaponta cseréltük és az adott kísérletnél jelzett 




A kultúrák leállítása után az oszteoklasztokra specifikus TRAP-festést (Sigma-Aldrich) 
alkalmaztunk. A felvételeket a Leica DMI6000B inverz mikroszkóppal készítettük, 
amelyeket ImageJ szoftverrel értékeltünk ki. Oszteoklasztoknak a TRAP-pozitív (lilás 
festődésű), legalább 3 magvú sejteket tekintettük. 
Az in vitro csontbontásos vizsgálatok során a sejteket hasonló körülmények között 
differenciáltattuk oszteoklaszt irányba 7 napig mesterséges hidroxiapatit felszínen 
(Sigma-Aldrich), majd a sejteket 10%-os hipoklorit oldattal lemostuk. A felvételeket sötét 
látóteres mikroszkóppal készítettük és ImageJ szoftverrel értékeltünk ki. 
 
3.5. Biokémiai vizsgálatok 
Sejtfehérjék vizsgálata során a 3.4. fejezetben leírt módon létrehozott oszteoklaszt és 
makrofág kultúrákat a megadott napon leállítottuk, mosás után 10 percig kezeltük RIPA 
(radioimunoprecipitation assay) alapú feltáró oldattal (a következők hozzáadásával: 0,1 
U/ml aprotinin, 1:100 proteáz inhibitor komplex, 1:100 foszfatáz inhibitor komplex, 1 
mM nátrium-vanadát, 1 mM PMSF (mind Sigma-Aldrich)). A teljes sejtlizátumot 
lecentrifugáltuk (10 perc, 15000 RPM, 4 °C), a felülúszót redukáló mintapufferben 10 
percig 96 °C-on főztük. A mintákat 10%-os SDS (nátrium-dodecil-szulfát) gélen 
futtattuk, nitrocellulóz membránra blottoltuk (1,5 óra, 110V), blokkolás (1 óra) után Syk 
ellenes (N19; Santa Cruz, 1:1000, overnight, 4°C) és β-aktin ellenes (Clone AC-74; 
Sigma-Aldrich, 1:10000, overnight, 4°C) antitestekkel immunoblottoltuk. A megfelelő 
másodlagos antitestek (GE Healthcare, 1:5000, 30 perc, 25°C) adása és mosás után ECL 
reagensekkel (GE Healthcare) kezeltük a membránokat, a peroxidáz reakció eredményét 
röntgenfilmmel tettük láthatóvá. A fehérjemennyiségeket BCA protein assay (Thermo 
Scientific) használatával mértük le, az eredményeket ImageJ szoftver segítségével 
denzitometráltuk. 
 
3.6.  Génexpressziós vizsgálatok 
Az oszteoklaszt-specifikus gének expressziójának változását kvantitatív real-time PCR 
módszerrel vizsgáltuk (165). A 3.4. fejezetben leírt módon létrehozott oszteoklaszt és 




preparáltunk. A reverz transzkripció az alább részletezett módon történt (153, 164). A 
qPCR vizsgálatokhoz a következő oszteoklaszt-specifikus TaqMan Assay-ekkel 
dolgoztunk: Acp5 (TRAP; Taqman Mm00475698_m1), Ctsk (Katepszin K; 
Mm00484039_m1), Calcr (Kalcitonin-receptor; Mm00432271_m1), Nfatc1 (NFATc1; 
Mm00479445_m1) és Tm7sf4 (DC-STAMP; Mm04209235_m1). A Cre mRNS 
expressziójának méréséhez az 5’- TGACGGTGGGAGAATGTTAATC -3’, forward és 
5’ GCTACACCAGAGACGGAAATC -3’ reverz primereket használtuk. Az értékek 
normalizálásakor a Gapdh (GAPDH; Mm99999915_g1) háztartási génhez 
viszonyítottunk. A relatív génexpressziók meghatározása során komparatív Ct módszert 
használtunk. 
 
3.7. DNS szekvencia analízis 
A Sykflox allél nukleotidszekvenciájának pontos meghatározásához amplifikáltuk a Syk 1. 
exonjától 5’ és 3’ irányba eső loxP szekvenciák környezetét. Ehhez az 5’- GCC CGT 
TCT GTG CCT ACT GG -3’ forward és az 5’- TAG CTA ACC AAA CCC ACG GC -
3’ reverz primereket, valamint az 5’- CCA AAG CGG AGT CCT CAC AT -3’ forward 
és az 5’- GTC GGT CCC ATC TTT CC -3’ reverz primereket használtuk. A PCR 
termékeket a Microsynth szekvenálta és a kapott nukleotidsorrendet beillesztettük a Syk 
gén ismert, vad típusú szekvenciájába, így megkapva a Sykflox allél 
nukleotidszekvenciáját. 
 
3.8. Genomiális PCR analízis 
A 3.4. fejezetben leírt módon létrehozott oszteoklaszt kultúrákat a megadott napon 
leállítottuk, átmosás után genomiális DNS-t izoláltunk, amelyet standard PCR reakcióval 
vizsgáltunk (166). 
Két különböző PCR assay-t használtunk, a PCR 1 reakcióban az 5’- GCC CGT TCT GTG 
CCT ACT GG -3’ forward primert (P fwd) és az 5’- TAG CTA ACC AAA CCC ACG 
GC -3’ reverz primert (P rev1) alkalmaztuk, hogy megkülönböztessük a Syk+ és Sykflox 
alléleket (234 és 349 bp hosszú termékek). A PCR 2 reakció során, ugyanazt a P fwd 








A 3.1.3. fejezetben részletezett módon sikerült létrehoznunk olyan állatokat, amelyek 
citoszkeletális struktúráinak változását fluoreszcens mikroszkópiával hosszabb ideig 
nyomon tudtuk követni. A 3.4. fejezetben leírt módon létrehozott oszteoklaszt kultúrák 
sejtjei 3 nap RANKL kezelés után létrehozták a jellegzetes aktingyűrű struktúrákat. Ekkor 
a sejtekhez 50 nM TGX221 PI3Kβ-specifikus gátlószert vagy a vivőanyagot, dimetil 
szulfoxidot (DMSO-t) adtunk. A felvételeket a Nikon BioStation IM‐ Q eszközzel 
rögzítettük. 
 
3.10. Statisztikai analízis 
A kísérleteket az ábrák leírásában jelzett, egymástól független elemszámmal végeztük el. 
Az ábrákon az eredmények átlaga és azok standard hibája (SEM) látható. A mikro-CT 
mérések eredményeit kétutas ANOVA módszerrel értékeltük ki, ahol a független 
paraméterek a megfelelő Cre jelenléte a genomban és a Syk gén VT vagy floxolt 
variációja voltak. Ezekben a kísérletekben így négyes csoportokban vizsgáltuk az 
egereket, a 4 genotípus: 1.) vad típus, 2.) Sykflox/flox. 3.) Cre (Ctsk-Cre vagy Vav-Cre) 4.) 
szövetspecifikus KO (SykΔOC vagy SykΔHaemo). Mivel itt a 4 genotípust nem lehet 
egyértelműen 2 csoportba osztani, így a p értékeket nem az ábrán, hanem a szövegben 
jeleztük. A többi mérés során egyutas ANOVA módszert alkalmaztunk Tukey vagy 
„Unequal n HSD” post hoc analízissel. A morfológiai méréseknél az időbeli kinetikák 
összehasonlításához a függvény alatti területeket (area under the curve (AUC)) vettük 
figyelembe. A statisztikai analízishez a Statistica 8.0 szoftvert (Statsoft) használtuk. A 





4. Eredmények  
Értekezésem következő részében a bevezetés fejezetben említett Syk és PI3Kβ 
fehérjékkel kapcsolatos eredményeket fogom bemutatni. Mindkettő fehérje 
oszteoklasztokban betöltött alapvető szerepéről voltak már adataink, melyek alapján 
további vizsgálatokat végeztünk. 
 
4.1. A Syk szerepe az oszteoklasztok fejlődésében és az in vivo 
csonthomeosztázisban 
Az itt bemutatott eredményeket 2019-ben a Frontiers in Immunology folyóiratban 
publikáltuk. 
 
4.1.1. Mikro-CT – oszteoklaszt-specifikus Syk törlés 
A Syk–/– egerek perinatális letalitása miatt kifejlett Syk–/– egereken eddig technikailag nem 
volt megoldható a csontstruktúra vizsgálata. Ennek kiküszöbölése céljából hoztuk létre a 
SykΔOC és SykΔHaemo egereket (lásd 3.1.1. fejezet), amelyeket mikro-CT analízisnek 
vetettünk alá. 
A SykΔOC egerek és azok megfelelő kontrolljainak reprezentatív felvételeit a 20. ábra 
mutatja. Az A panel hosszanti felvételein látszik, hogy a SykΔOC nőstények trabekuláris 
állománya jelentősen sűrűbb a vad típusénál, amelyhez hasonló csontdenzitást mutatnak 
a Ctsk-Cre és Sykflox/flox kontroll állatok. A B panel keresztmetszeti képei alapján is 
elmondható, hogy a SykΔOC egerek csontsűrűsége nagyobb, de a Ctsk-Cre és Sykflox/flox 
egereké hasonló, mint a vad típusé. A C panelen mutatott 3D rekonstrukciós képek is 





A mikro-CT felvételek kvantitatív analízise (21. ábra) azt mutatja, hogy a relatív 
csontmennyiség (BV/TV, bone volume/total volume) jelentősen megnőtt a SykΔOC 
egyedekben, míg a Ctsk-Cre és Sykflox/flox állatok esetén nincs számottevő különbség a 
vad típushoz képest. A hím egereknek alapvetően majdnem háromszor magasabb a 
BV/TV értéke, mint a nőstényeké, de a SykΔOC genotípus esetén bekövetkező változás 
 
20. ábra: Oszteoklaszt-specifikusan Syk-hiányos egerek mikro-CT analízise 
Reprezentatív mikro-CT felvételek 9 hetes vad típusú (VT) és génmódosított egerek 
femurjáról. (A) Hosszmetszeti képek nőstény egerek femurjáról. (B) Keresztmetszeti 
képek hím és nőstény egerek femurjáról. (C) Hím és nőstény egerek femurjainak 
disztális metafízisének 3D rekonstrukciója. Reprezentatív képek nemenként és 




mindkét nemben látványos a kontrollhoz képest (nőstényekben több, mint négyszeres, 
hímekben közel kétszeres növekedés). A 3.10. fejezetben leírtak szerint kétutas ANOVA 
statisztikai analízist használtunk, amely szerint a két mutáció (Ctsk-Cre és Sykflox/flox) 
együttes előfordulása (SykΔOC) szignifikáns különbségeket okozott hím (p = 0,028) és 
különösen nőstény (p = 0,00005) egerekben. Szintén szignifikáns eltérést tapasztaltunk a 
trabekulaszámban (p = 0,0069 és 0,00001) és a trabekulatávolságban (p = 0,00032 és 
0,0011), de nem találtunk szignifikáns eltérést sem a trabekulavastagságban (p = 0,85 és 
0,87), sem a trabekulák alakját jellemző SMI értékben (p = 0,61 és 0,65). 
Ezek alapján úgy gondoljuk, hogy a Syk oszteoklaszt-specifikus törlésekor bekövetkező 
trabekuláris csonttömegnövekedés hátterében a trabekulák megemelkedett száma áll. Bár 
ez a növekedés jelentős, nem éri el a korábban mért, súlyosan oszteopetrotikus 






21. ábra: Oszteoklaszt-specifikusan Syk-hiányos egerek kvantitatív mikro-CT 
analízise 
9 hetes vad típusú (VT) és génmódosított egerek femurjáról készült kvantitatív mikro-
CT analízis a következő paraméterek alapján: relatív csonttérfogat (BV/TV), 
trabekulaszám, trabekulavastagság, trabekulatávolság és struktúramodell index 
(SMI). A grafikonokon átlag+SEM értékek láthatóak nemenként és genotípusonként 5 
független kísérletből. A kétutas ANOVA p értékei a következők az egyes paramétereket 
tekintve: hímeknél: BV/TV, p = 0,028; trabekulaszám, p = 0,0069; trabekulatávolság, 
p = 0,00032; trabekulavastagság, p = 0,85; SMI, p = 0,61; nőstényeknél: BV/TV, p = 
0,00005; trabekulaszám, p = 0,00001; trabekulatávolság, p = 0,0011; 





4.1.2. Mikro-CT – hemopoetikus Syk törlés 
A SykΔOC egerek DAP12−/−FcRγ−/− egerektől (49) elmaradó csonttömegnövekedése 
magyarázható a Syk kevésbé jelentős szerepével vagy a Syk tökéletlen törlésével SykΔOC 
egerekben. Utóbbi ellenőrzése céljából a teljes hemopoetikus kompartmentben 
Syk-hiányos SykΔHaemo egereken (és megfelelő kontrolljaikon) is elvégzetük a mikro-CT 
analízist. Ahogy az a 22. ábra felvételein látható, a hosszmetszeti és keresztmetszeti, 
valamint a 3D rekonstrukciós képeken is jelentős mértékű csontdenzitás-növekedést 
mutatnak a SykΔHaemo egerek, míg a Vav-Cre és Sykflox/flox kontroll állatok esetén nem 





A mikro-CT felvételek kvantitatív analízise alapján (23. ábra) a hím és a nőstény 
SykΔHaemo egerekben is rendkívül jelentős BV/TV emelkedés történt, nemcsak a vad 
típushoz képest, hanem a SykΔOC állatokhoz (21. ábra) képest is. Itt is a nőstény egereknél 
volt komolyabb a változás (négyszeres változás hím, közel nyolcszoros változás nőstény 
egyedekben, p = 0,00032 és 0,00003). Az oszteoklaszt-specifikus törléshez hasonlóan a 
 
22. ábra: Hemopoetikusan Syk-hiányos egerek mikro-CT analízise 
Reprezentatív mikro-CT felvételek 9 hetes vad típusú (VT) és génmódosított egerek 
femurjáról. (A) Hosszmetszeti képek nőstény egerek femurjáról. (B) Keresztmetszeti 
képek hím és nőstény egerek femurjáról. (C) Hím és nőstény egerek femurjainak 
disztális metafízisének 3D rekonstrukciója. Reprezentatív képek nemenként és 




jelentős csonttömegnövekedés hátterében elsősorban a trabekulák megnövekedett száma 
áll (p = 0,001 és 0,00001), miközben a trabekulavastagság alig emelkedett (p = 0,31 és 
0,61). A trabekulatávolság is csökkent (p = 0,0045 és 0,0071) és az SMI érték is 
szignifikánsan változott (p = 0,0007 és 0,0012). 
Összességében elmondható, hogy a Syk teljes hemopoetikus kompartmentben való 
törlése számottevő növekedést okozott a trabekuláris csonttömegben, ami a Syk kritikus 
szerepét feltételezi az in vivo csontanyagcserében. A SykΔHaemo egerek fenotípusa 
nagyságrendileg összevethető a DAP12−/−FcRγ−/− egerekével (49), felvetve annak a 
lehetőségét, hogy a DAP12/FcRγ jelátvitel jelentős része a Syk-en keresztül folyik 
in vivo. A SykΔOC egerek fenotípusában történt jelentősen kisebb BV/TV változás miatt 
felmerül a kérdés, hogy ezekben az egerekben mennyire megfelelő a Cre expressziója és 







23. ábra: Hemopoetikusan Syk-hiányos egerek kvantitatív mikro-CT analízise 
9 hetes vad típusú (VT) és génmódosított egerek femurjáról készült kvantitatív mikro-
CT analízis a következő paraméterek alapján: relatív csonttérfogat (BV/TV), 
trabekulaszám, trabekulavastagság, trabekulatávolság és struktúramodell index (SMI). 
A grafikonokon átlag+SEM értékek láthatóak nemenként és genotípusonként 5-7 
független kísérletből. A kétutas ANOVA p értékei a következők az egyes 
paramétereket tekintve: hímeknél: BV/TV, p = 0,00032; trabekulaszám, p = 0,001; 
trabekulatávolság, p = 0,0045; trabekulavastagság, p = 0,31; SMI, p = 0,0007; 
nőstényeknél: BV/TV, p = 0,00003; trabekulaszám, p = 0,00001; trabekulatávolság, p 





4.1.3. Szövettan és immunhisztokémia 
Vad típusú, SykΔOC és SykΔHaemo egerek femurját szövettani analízisnek vetettük alá. Jóval 
sűrűbb trabekuláris hálózat jellemezi a SykΔOC és főleg a SykΔHaemo egereket, mint a vad 
típust. A különbség nőstény egerek esetében még látványosabb, hiszen a vad típusú 
nőstény egerekben a csontdenzitás eleve kisebb, mint a hímekben (24. ábra). 
 
Immunfestéssel vizsgáltuk az oszteoklasztok jelenlétét a trabekulákon. Ehhez 
oszteoklaszt-specifikus kalcitonin-receptor ellenes antitesteket használtunk. A 25. ábra 
alapján elmondható, hogy a vad típusú csontok sötét trabekuláin megjelennek a 
kalcitonin-receptor által okozott jelek (nyilakkal jelölve). Hasonló, de jóval kisebb számú 
jel látható a SykΔOC metszetekben is, míg a SykΔHaemo mintákon nem látható ilyen szignál. 
Ezek alapján feltételezzük, hogy a kalcitonin-receptort tartalmazó oszteoklasztok száma 
jelentősen lecsökkent a SykΔOC egerekben, és szinte teljesen hiányoznak a SykΔHaemo 
állatok esetén. 
 
24. ábra: Oszteoklaszt-specifikusan és hemopoetikusan Syk-hiányos egerek 
szövettani analízise 
9 hetes vad típusú (VT), SykΔOC és SykΔHaemo egerek femurjainak disztális metafízisének 
trabekuláris állományáról készült szövettani felvételek. Hematoxilin-eozin festés, 







4.1.4. In vitro oszteoklaszt fejlődés Syk hiányában 
Az oszteoklasztok in vitro fejlődését vad típusú, SykΔOC és SykΔHaemo egerek csontvelői 
sejtjeiből rekombináns M-CSF és RANKL jelenlétében oszteoklaszt irányba 
differenciáltatott kultúrákon vizsgáltuk. A csontvelői sejteket először két napig alacsony 
(10 ng/ml) koncentrációjú M-CSF mellett tenyésztettük, majd a nem letapadó sejteket 
(mieloid progenitorokat) 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL hozzáadásával 
oszteoklaszt irányba differenciáltattuk. Különböző időpontokban végzett 
TRAP-festésekkel vizsgáltuk az oszteoklasztok morfológiáját a kultúrákban. 
Az oszteoklasztok fejlődését a sokmagvú, TRAP-pozitív sejtek növekvő száma mutatja. 
Károsodott oszteoklasztogenezis esetén az oszteoklasztok száma lecsökken, szélsőséges 
esetben egyáltalán nem alakulnak ki ilyen sejtek. Intenzív oszteoklaszt fejlődés közben a 
sejtek fúziója miatt azok mérete is növekszik. Ha a fúzió gyorsabb, mint az új 
oszteoklasztok keletkezése, akkor intenzív oszteoklaszt fejlődés közben előfordulhat, 
 
25. ábra: Oszteoklaszt-specifikusan és hemopoetikusan Syk-hiányos egerek 
immunhisztokémiai analízise 
9 hetes vad típusú (VT), SykΔOC és SykΔHaemo egerek femurjainak disztális metafízisének 
trabekuláris állományáról készült felvételek. Kalcitonin-receptor immunfestés, 40×-es 
nagyítás. A nyilak kalcitonin-receptor ellenes antitesttel jelölt sejtekre, valószínűleg 





hogy az óriássejtek kialakulása közben a sejtek összeolvadása miatt az oszteoklasztok 
száma csökken. Ezért az egységnyi területre jutó sejtszámok mellett a sejtek által lefedett 
összterületet is figyelembe vettük, így lemértük az oszteoklasztok – a well teljes 
felületéhez viszonyított – relatív összfelszínét is. 
A 26. ábra A paneljén látható, hogy a sokmagvú, lilás színű (TRAP-pozitív) 
oszteoklasztok még nem jelennek meg a RANKL kezelés elkezdése utáni 2. napon. A 3. 
napon a vad típusú kultúrákban viszont már láthatóak az óriássejtek, amelyek mérete 
tovább nő a 3,5. napra. Ezekben az időpontokban a SykΔOC kultúrák esetén is megjelennek 
oszteoklasztok, de azok mind számban, mind méretben elmaradnak a vad típustól. A 
SykΔHaemo kultúrákban viszont egyáltalán nem jelennek meg oszteoklasztok. 
A kvantifikált eredmények összhangban vannak a reprezentatív képekkel. A 26. ábra B 
és C panelje alapján elmondható, hogy vad típus esetén a RANKL adása utáni 2. napon 
még nincsenek oszteoklasztok, de a következő napon számuk intenzív növekedést mutat, 
majd a 3,5. napra enyhén lecsökken. Mivel az oszteoklasztok területe folyamatosan nő, 
ezért ez a csökkenés valószínűleg a nagyfokú fúziónak tudható be. A SykΔOC kultúrákban 
szintén növekszik a 3. napig az oszteoklasztok száma (hasonló éréket mutat, mint a vad 
típus), de utána egy drasztikusabb csökkenést tapasztalunk, és a vad típusú kultúrával 
szemben itt nem nő közben a sejtek összfelszíne. Ráadásul a sejtek mérete jelentősen 
elmarad a vad típustól, különösen a 3,5. napon, ami károsodott oszteoklasztogenezisre 
utal. A SykΔHaemo kultúrákban gyakorlatilag nem fejlődnek oszteoklasztok, így azok 
összterülete is elhanyagolható. 
Az adatok statisztikai analíziséhez a 26. ábra B és C paneljén látható függvények görbe 
alatti területét hasonlítottuk egymáshoz. Az oszteoklasztok száma esetén a vad típusú és 
SykΔOC kultúrák között nem volt szignifikáns különbség (p = 0,12), valószínűleg azért, 
mert az oszteoklasztok száma csak az utolsó mért időpontban csökkent jelentősen. Az 
oszteoklasztogenezis károsodására utal, hogy az oszteoklasztok relatív felszínét tekintve 
szignifikáns különbség volt a két genotípus között (p = 0,00058). A vad típusú és a 
SykΔHaemo kultúrák összevetésekor mindkét paraméter esetén szignifikáns különbséget 
kaptunk (p = 0,0013 és p = 0,00024). Ezek az eredmények egyrészt megerősítik a Syk 




teljes törlésének lehetőségét a SykΔOC kultúrákban, hiszen itt nem történt teljes károsodás 




26. ábra: In vitro oszteoklasztfejlődés vizsgálata 
Vad típusú (VT), SykΔOC és SykΔHaemo egerekből származó csontvelői sejteket 50 ng/ml 
M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében oszteoklaszt irányba differenciáltattunk a 
megadott időtartamig. (A) TRAP-festés, 10×-es nagyítás (B, C) Kvantitatív analízis, 
oszteoklaszt (OC) szám és relatív oszteoklaszt (OC) felszín. 
Reprezentatív képek, valamint átlag+SEM értékek genotípusonként 3-4 független 




4.1.5. In vitro oszteoklaszt reszorpció Syk hiányában 
Az oszteoklasztok in vitro fejlődését és működését együttesen vizsgáló módszer során a 
vad típusú, SykΔOC és SykΔHaemo egerek mieloid prekurzor sejtjeit mesterséges 
hidroxiapatit felszínen tenyésztettük 7 napig 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL 
jelenlétében. A folyamat során a kialakuló oszteoklasztok lebontják a hidroxiapatit 
felszínt, jellegzetes reszorpciós lakúnákat, rágásnyomokat létrehozva. A kialakult 
üregeket sötét látóteres mikroszkóppal vizsgáltuk. 
A 27. ábra A paneljén látható, hogy a vad típusú oszteoklasztok a mesterséges 
hidroxiapatit felszín jelentős részét, közel felét lebontották sötét színű rágásnyomokat 
hagyva maguk után. A SykΔOC esetén jóval kisebb számú és méretű rágásnyom 
keletkezett, míg a SykΔHaemo sejtek esetén gyakorlatilag nem volt látható reszorpciós 
aktivitás. A statisztikai analízis szignifikáns különbséget mutatott a vad típushoz képest 




27. ábra: Oszteoklasztok reszorpciós képességének vizsgálata 
Vad típusú (VT), SykΔOC és SykΔHaemo egerekből származó csontvelői sejteket 
mesterséges hidroxiapatit felszínen 50 ng/ml M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében 
oszteoklaszt irányba differenciáltattunk 7 napig. (A) Sötét látóteres mikroszkópos 
felvételek a felszínről (a lebontott részek sötét területként jelennek meg) (B) Kvantitatív 
analízis, a lebontott terület relatív felszíne. Reprezentatív képek, valamint átlag+SEM 




4.1.6. Oszteoklaszt-specifikus gének expressziója 
A következő lépésben real-time PCR módszerrel megvizsgáltuk, hogy hogyan változik 
az oszteoklaszt-specifikus gének expressziója a kultúrákban. Kontrollként makrofágokat 
is vizsgáltunk, amelyeket az oszteoklasztokkal megegyező körülmények között 
tenyésztettünk, de RANKL hozzáadása nélkül. A 28. ábra diagramjain látható, hogy a 
DC-STAMP, TRAP, kalcitonin-receptor, NFATc1 és katepszin K fehérjéket kódoló 
gének (Tm7sf4, Acp5, Calcr, Nfatc1 és Ctsk) expressziója jelentősen megemelkedik az 
oszteoklasztogenezis során, míg a makrofág kultúrákban nem tapasztalunk növekedést. 
Ezeknek a géneknek az expressziója különböző mértékbené és eltérő szignifikanciával, 
de mind a SykΔOC mind a SykΔHaemo kultúrákban lecsökkent a vad típushoz képest. Az 







28. ábra: Oszteoklaszt-specifikus gének expressziójának vizsgálata 
Vad típusú (VT), SykΔOC és SykΔHaemo egerekből származó csontvelői sejteket 50 ng/ml 
M-CSF jelenlétében és 50 ng/ml RANKL jelenlétében (oszteoklaszt, OC) vagy 
hiányában (makrofág, MΦ) differenciáltattunk 0-3 napig. Kvantitatív PCR-rel 
meghatároztuk az egyes gének GAPDH-hoz viszonyított mRNS szintjét. A következő 
géneket vizsgáltuk: Tm7sf4, Acp5, Calcr, Nfatc1 és Ctsk (amelyek rendre a következő 
fehérjéket kódolják: DC-STAMP, TRAP, kalcitonin-receptor, NFATc1 és katepszin K) 
A grafikonokon átlag+SEM értékek láthatóak genotípusonként 3 független kísérletből. 




4.1.7. Syk fehérjeexpresszió 
Az in vivo vizsgálatokban kapott eltérő adatok (20. ábra-25. ábra) és a különböző mértékű 
károsodás az oszteoklasztogenezisben a SykΔOC és SykΔHaemo egyedek között in vitro (26. 
ábra-27. ábra) felveti azt az eshetőséget, hogy a Syk törlése nem teljes a SykΔOC 
egerekben. Ennek vizsgálatához a Syk fehérjeexpressziót Western Blot analízissel 
vizsgáltuk oszteoklasztokban és makrofágokban (ez utóbbiak nem kaptak RANKL 
kezelést). 
A 29. ábra A paneljén látható, hogy a Syk jelen van és enyhe növekedést mutat a vad 
típusú kultúrákban. A Syk kimutatható a SykΔOC kultúrákban is, de teljesen hiányzik a 
SykΔHaemo oszteoklasztokból és makrofágokból. A szemikvantitatív adatok alátámasztják 
ezt a megfigyelést, és egy enyhe, de nem szignifikáns csökkenést mutatnak a SykΔOC 
oszteoklasztok esetében a vad típushoz képest. A SykΔOC mutáció esetén a Syk nem 
törlődik teljesen az oszteoklasztokból. Az eredmények alapján úgy gondoljuk, hogy a Syk 






4.1.8. Cre génexpresszió 
A SykΔOC és SykΔHaemo egerek között megfigyelt különbségek egyik lehetséges oka az, 
hogy a SykΔOC esetében a Cre expresszió és a Syk gén törlése csak az oszteoklasztogenezis 
késői fázisában történik meg. Így a Syk fehérje szintjének csökkenésekor már az 
oszteoklasztok egy része kialakult és működik. Ezt alátámaszthatja az az eredmény, hogy 
a Ctsk gén mRNS szintje a RANKL adást követő 2. és 3. napban emelkedik (153, 164), 
(28. ábra), ami a Ctsk-Cre mutációt hordozó egerekben a Cre termelődésért felel. 
A Cre expressziójának meghatározásához qPCR analízist végeztünk vad típusú, SykΔOC 
és SykΔHaemo oszteoklasztokon és makrofágokon. Nem meglepő, hogy a vad típusú 
sejtekben nem volt megfigyelhető Cre expresszió. A SykΔOC kultúrák esetén az 
oszteoklasztokban a RANKL adását követő 2. napban kezdett el megnőni a Cre 
 
29. ábra: A Syk expressziójának vizsgálata Western Blottal 
Vad típusú (VT), SykΔOC és SykΔHaemo egerekből származó csontvelői sejteket 50 ng/ml 
M-CSF jelenlétében és 50 ng/ml RANKL jelenlétében (oszteoklaszt, OC) vagy 
hiányában (makrofág, MΦ) differenciáltattunk 1-3 napig. A teljes sejtlizátumokból 
immunoblot eljárással mutattuk ki a Syk fehérjét és loading controlként az aktint. A 
grafikonokon átlag+SEM értékek láthatóak genotípusonként 3 független kísérletből. 





expresszió, míg makrofágokban nem tapasztaltunk növekedést (30. ábra). Figyelembe 
véve a Cre működésbe lépéséhez és mindkét allélon való Syk törléséhez szükséges időt 
és azt, hogy a már megszintetizált Syk mRNS és fehérje nem tűnik el azonnal a sejtből, a 
kapott eredmények összhangban vannak a korábban kapott adatainkkal a SykΔOC 
oszteoklasztok Syk fehérjeszintjét illetően (29. ábra). A SykΔHaemo kultúrák a vizsgált 
időszakban nem mutattak Cre expressziót. Valószínűleg ezekben a sejtekben a Vav révén 
történő Cre expresszió – és így a Syk törlése – már a fejlődés korábbi szakaszában 
megtörténik (30. ábra). 
 
 
4.1.9. Syk allélvariációk szekvenálása 
A Cre mediált törlés még alaposabb vizsgálatához PCR analízis segítségével 
megvizsgáltuk a Syk gén különböző variációit. Ehhez először megszekvenáltattuk a 
Sykflox allélvariáció két loxP szekvenciája körüli DNS szakaszokat. Ezeket az adatokat, 
az egér Syk ismert genomiális szekvenciáját és a Sykflox mutációt létrehozó leírást (52) 
felhasználva rekonstruáltuk a Sykflox allél számunkra fontos, 1. exon körüli, loxP 
szekvenciákat tartalmazó részét (31. ábra).  
 
30. ábra: A Cre expressziójának vizsgálata 
Vad típusú (VT), SykΔOC és SykΔHaemo egerekből származó csontvelői sejteket 50 ng/ml 
M-CSF jelenlétében és 50 ng/ml RANKL jelenlétében (oszteoklaszt, OC) vagy 
hiányában (makrofág, MΦ) differenciáltattunk 0-3 napig. Kvantitatív PCR-rel 
meghatároztuk a Cre GAPDH-hoz viszonyított mRNS szintjét.  







31. ábra: A Syk gén floxolt allélvariációjának nukleotidszekvenciája 
A Syk gén 1. exonjának (sárga) és környezetének nukleotidszekvenciája a következő 
speciális szakaszok jelölésével: primerek (kék, piros és zöld), endonukleáz felismerő 





A pontos nukleotidszekvenciát felhasználva készítettünk egy sematikus ábrát a Syk+ (vad 
típus), Sykflox és SykΔ (Cre mediált törlés utáni) allélvariácókról, ami tartalmazza a 
beillesztett loxP szekvenciákat, a Cre mediált törlés helyét és eredményét, valamint az 
allélvariációk megkülönböztetéséhez használt primereket és az általuk létrehozott PCR 
termékeket (32. ábra). 
 
 
4.1.10.  Cre mediált törlés 
A szekvenálás eredménye (31. ábra) alapján két PCR protokollt terveztünk (PCR1 és 
PCR2), hogy a Syk allélvariációit (Syk+, Sykflox és SykΔ, 32. ábra) amplifikálni tudjuk. A 
PCR1-et a standard genotipizáláshoz már használtuk a Syk+ és a Sykflox allélvariációk 
elkülönítéséhez. Ilyenkor a P fwd és P rev1 primerek segítségével kialakult DNS termék 
hosszabb a Sykflox allél esetén a beillesztett loxP szekvenciának (115 bp) köszönhetően 
(52) (32. ábra és 33. ábra A panel). A módszer limitációja, hogy a SykΔ törölt allél 
detektálására nem alkalmas, mert a Cre mediált deléció során a P rev1 primer 
szekvenciája is törlődik a genomból (32. ábra). Ennek kiküszöbölésére megterveztük a 
PCR2 protokollt, ahol ugyanazt a P fwd forward primert és egy új P rev2 reverz primert 
 
32. ábra: A Syk gén allélvariációi 
A Syk gén különböző (vad típusú, floxolt és törölt) variációi. Az 1. exon és 
környezetének sematikus ábrázolása a különböző PCR reakciók során használt 




használtunk, ami már kívül esik a floxolt szakaszon, így nem törlődik a Cre mediált 
deléció során (32. ábra). Ezzel a módszerrel már egyszerre detektálható mindhárom 
allélvariáció (33. ábra B panel). 
Vad típusú, SykΔOC és SykΔHaemo oszteoklaszt kultúrákon elvégeztük a PCR1 és PCR2 
analízist. A PCR1 eredményei a 33. ábra A paneljén a vártnak megfelelően mutatják a 
vad típusú Syk+ allél jelenlétét a vad típusú kultúrákban. A SykΔOC kultúrákban a Sykflox 
allélvariáció került kimutatásra, de egyik allélvariáció sincs jelen a SykΔHaemo sejtekben, 
vélhetően a hemopoetikus fejlődés korábbi szakaszában történt törlés miatt. A PCR 
sajátosságai miatt nem tudjuk megítélni, hogy a megjelenő Sykflox allélvariáció egy része 
törlésre kerül-e, mert a törléskor kialakuló SykΔ kompetitív templátja ebben a rendszerben 
nem amplifikálódik. 
A PCR2 már képes kimutatni mindhárom (Syk+, Sykflox és SykΔ) allélvariációt. A vad 
típusú kultúrákban továbbra is kizárólag a Syk+ allél detektálható, és a SykΔHaemo 
kultúrákban is csak a SykΔ allélvariáció jelenik meg, ami igazolja a korábbi szakaszban 
történt törlést. Ezzel szemben a SykΔOC kultúrák egy dinamikus képet mutatnak: bár a 
RANKL adását követő 1. napon csak a Sykflox allél van jelen, a következő napokban a 
SykΔ allél fokozatos növekedést mutat a Sykflox allél csökkenése mellett (33. ábra B panel). 
Meg kell említeni, hogy a rövidebb SykΔ allélvariációnak valószínűleg kompetitív előnye 
van a hosszabb Sykflox alléllal szemben az amplifikáció során, így az adatokból 
mennyiségi következtetést csak limitáltan lehet levonni. Az eredmények alapján 
elmondható, hogy a Ctsk-Cre mediált törlés a RANKL ligand adását követő 2-4. napon 
történik, de a folyamat során csak egy nem teljes törlés figyelhető meg. 
A fenti eredmények a Sykflox allél egy lassú, fokozatos törlésére engednek következtetni 
a SykΔOC oszteoklasztok esetén, ami a Ctsk gén oszteoklasztogenezis során mutatott 
expressziójával összhangban van (153, 164). Ez megmagyarázza a SykΔOC mutáció esetén 
tapasztalt kevésbé súlyos in vivo fenotípust (20. ábra-25. ábra) és a kevésbé károsodott 
in vitro oszteoklasztogenezist (26. ábra-27. ábra), valamint a Syk jelenlétét az 
oszteoklaszt kultúrákban (29. ábra), szemben a SykΔHaemo mutáció esetén tapasztalt 






4.2. A PI3Kβ szerepe az oszteoklasztok működésében 
Az ebben a fejezetben bemutatott eredményeket 2014-ben az Arthritis & Rheumatology 
folyóiratban publikáltuk. A fejezetben bemutatott kísérletekhez szorosan kapcsolódó 
előzmények megtalálhatóak az 1.3.6. fejezetben is, amely ábrák dr. Győri Dávid Ph.D. 
dolgozatában kerültek felhasználásra. 
 
4.2.1. Aktingyűrű-megtartás 
Korábbi kísérleteink alapján feltételeztük, hogy a PI3Kβ nemcsak az oszteoklasztok 
fejlődéséhez, az aktingyűrű kialakításához (153), hanem az érett oszteoklasztok 
 
33. ábra: A Syk allélvariációnak vizsgálata PCR-rel 
Vad típusú (VT), SykΔOC és SykΔHaemo egerekből származó csontvelői sejteket 50 ng/ml 
M-CSF és 50 ng/ml RANKL jelenlétében oszteoklaszt irányba differenciáltattunk 1-4 
napig. A sejtekben található Syk allélvariációk DNS mennyiségét PCR-rel határoztuk 
meg. (A) PCR 1 reakció (P fwd és P rev1 primerekkel) a floxolt és vad típusú Syk 
allélvariációk megkülönböztetéséhez. (B) PCR 2 reakció (P fwd és P rev2 primerekkel) 
a floxolt vad típusú és törölt Syk allélvariációk megkülönböztetéséhez.  





működéséhez, az aktingyűrű fenntartásához is szükséges. Ennek vizsgálatához érett, 3 
nap RANKL kezelésen átesett, kialakult aktingyűrűvel rendelkező oszteoklasztokhoz 
50 nM koncentrációban a TGX221 PI3Kβ-specifikus gátlószert vagy a kontrollként a 
vivőanyagot, DMSO-t adtunk. A 34. ábra illusztrációin és a kísérletet dokumentáló 
videofelvételen látható, hogy a kontroll vizsgálatnál az aktingyűrű változatlan kinetikát 
mutat, míg a TGX221 hozzáadásakor azonnal megkezdődik az aktingyűrű struktúra 
fragmentálódása. Ezek alapján elmondható, hogy a PI3Kβ gátlásának hatására károsodik 




34. ábra: A TGX221 PI3Kβ-specifikus gátlószer hatása az oszteoklasztok 
aktingyűrűire 
Lifeact egerekből származó érett, 3 nap RANKL kezelésben részesült, aktingyűrűvel 
rendelkező oszteoklasztokhoz 50 nM TGX221-et vagy kontrollként a vivőanyagot, 
0,1%-os DMSO-t adtunk és további 8 órán át megfigyeltük a sejteket. Reprezentatív 
fluoreszcens felvételek 2 független kísérlet alapján. 





5. Megbeszélés  
A Syk–/– egerek perinatális letalitása miatt (86, 87) a Syk in vivo csonthomeosztázisban 
betöltött szerepének igazolásához szövetspecifikus KO egerekre volt szükség. 
Létrehoztunk olyan egereket, ahol a Syk az oszteoklasztokban (SykΔOC) vagy a teljes 
hemopoetikus kompartmentben (SykΔHaemo) törlésre került. Mindkét esetben 
megemelkedett a csontdenzitás, valamint károsodott az in vitro oszteoklaszt fejlődés és 
működés. A két genotípus között azonban számottevő különbség mutatkozott: a SykΔHaemo 
egerek esetében jóval komolyabb változásokat tapasztaltunk in vivo és in vitro is. 
Eredményeink alapján feltételezhető, hogy a különbség oka a nem teljes és késői Syk 
törlés a SykΔOC mutáció esetén, vélhetően a Ctsk gén által okozott későbbi és kevésbé 
intenzív Cre expresszió miatt. 
A Syk fontos szerepét az in vitro oszteoklaszt fejlődésben és működésben már korábban 
kimutatták (49, 146, 167), de élő, kifejlett egérben erre nem volt lehetőség a Syk–/– egerek 
perinatális letalitása miatt, mindössze Syk–/– embriók megnövekedett csontsűrűségét 
sikerült kimutatni (146). Az in vitro és in vivo hatások eltérőek az 
oszteoklasztogenezishez szükséges más fehérjék (DAP12 (49, 137, 168, 169) és PLCγ2 
(164, 170, 171)) hiányában is, így pusztán in vitro eredményekből in vivo működésre 
következtetni nem lenne megalapozott. A Syk genetikai hiányában született in vivo 
eredményeink közvetlen bizonyítékot szolgáltatnak a Syk alapvető szerepére az in vivo 
csonthomeosztázisban. 
A két egérmodell különböző oldalról közelíti meg a Syk szerepének kérdését: a SykΔOC 
egérben kapott eredmények rámutatnak az oszteoklaszt-specifikusságra, míg a teljes 
törlést okozó, de túlélő SykΔHaemo egerekben megtapasztalhattuk a maximális hatás 
mértékét. 
Bár a vizsgált mutáns egerek alapján a Syk in vivo szerepe tisztázott az oszteopetrotikus 
fenotípus kialakításában, a hatásért felelős sejttípusok tekintetében még felmerülhetnek 
kérdések. A SykΔOC egér esetén kapott eredmények igazolják, hogy a Syk 
csonthomeosztázisban betöltött szerepéhez az oszteoklasztok biztosan hozzájárulnak. 
Felmerül a kérdés, hogy a SykΔHaemo egerekben miért tapasztalható lényegesen komolyabb 




SykΔOC oszteoklasztokban csak részleges és később bekövetkező Syk törlés történik. 
Mindemellett nem zárhatjuk ki teljesen, hogy a hemopoetikus kompartment más 
sejtjeiben történő Syk törlés hatásai is megjelennek, amelyek akár indirekten 
oszteoblasztok általi csontbontást indukálhatnak. Fontos megjegyezni, hogy korábban 
leírták a Syk–/– oszteoblasztok normál csontépítő funkcióját (146), így az oszteoblasztok 
hozzájárulását a tapasztalt fenotípushoz nem feltételezzük még abban a valószínűtlen 
esetben sem, ha a más sejtekben expresszálódó Cre valamilyen módon az 
oszteoblasztokba jutna. A mikro-CT analízis során tapasztalt megnövekedett 
trabekulaszám és kevéssé változó trabekulavastagság szintén kérdéseket vet fel a 
megnövekedett csontdenzitásért felelős sejtek tekintetében. Különböző kutatócsoportok 
eredményei szerint az oszteoklasztok által okozott oszteopetrotikus fenotípusban eltérő 
paraméterek (trabekulaszám, trabekulavastagság) változása vezethet 
csonttömegnövekedéshez (49, 137, 153, 164), így a mikro-CT eredményekből ilyen 
jellegű következtetést nem vontunk le.  
A mikro-CT paraméterek a legtöbb esetben különböztek a hím és a nőstény egyedek 
között. Adott genotípuson belül a nőstények általában alacsonyabb értéket mutattak a 
relatív csonttérfogat (BV/TV), a trabekulaszám és a trabekulavastagság tekintetében, míg 
a trabekulatávolság ennek megfelelően magasabb volt a hímekhez képest. A nőstény 
egyedek alacsonyabb csontdenzitása egybevág az irodalmi adatokkal. Érdekes módon a 
struktúramodell index esetében viszont hasonló értékeket mértünk a hímek és nőstények 
esetében. A nemek között különbség hiánya azzal magyarázható, hogy az SMI paraméter 
nem egy abszolút mennyiségi, hanem egy alaki, geometriai összehasonlítás alapján kerül 
kiszámításra. 
Nem egyértelmű a SykΔOC és SykΔHaemo mutációk közötti különbség oka, ahogy az sem, 
hogy a Syk törlése miért lényegesen kevésbé hatékony a SykΔOC egerekben. Az egyik 
lehetőség, hogy a Ctsk-Cre mutáció esetén túl későn (a RANKL adását követő 2. napon) 
kezdődik el a Cre aktiváció, ráadásul a már jelenlévő Syk mRNS és Syk fehérje mellett a 
Syk teljes eltűnése akkor történik meg, amikor már az oszteoklasztok kifejlődtek és 
csontbontó funkciójukat javarészt elvégezték. Mind a Ctsk gén (28. ábra), mind a Cre (30. 
ábra) aktiválódása, mind a SykΔ allél késői megjelenése (33. ábra) alátámasztják ezt a 
feltételezést. A másik felmerülő lehetőség, hogy az egy allélen megjelenő Ctsk-Cre 




Mindkét eshetőség egybevág korábbi irodalmi adatokkal, ahol a Ctsk-Cre mutáció nem 
okozott teljes törlést (153, 164, 172). Ezek a kísérletek is rámutatnak arra, hogy a Cre 
expresszió specificitása mellett az időzítés is kritikus fontosságú. 
Bár a kísérletek elsődleges célja a Syk in vivo szerepének meghatározása volt, az in vitro 
oszteoklasztfejlődés és -működés vizsgálatakor néhány érdekes mechanizmusra derült 
fény. A funkcionális vizsgálatoknál a SykΔOC és SykΔHaemo kultúrák között jelentősen 
kisebb volt a különbség, mint az oszteoklasztok fejlődésekor (26. ábra-27. ábra). A 
mesterséges hidroxiapatit felszínen okozott rágásnyomok alapján kapott eredmények 
kiértékelése komplex, mert azt befolyásolják mind a fejlődésben, mind a működésben 
bekövetkező károsodások, ráadásul itt sokkal hosszabb ideig történt a sejtek tenyésztése, 
ami több időt enged a Cre expresszióra és a Syk törlésre. A 26. ábra B paneljén látható, 
hogy a SykΔOC oszteoklasztok száma a RANKL adását követő 3,5 napra lecsökken. Ez 
lehet a vad típushoz hasonlóan a sejtek fúziója miatt, de a jelentősebb csökkenés 
hátterében az ekkora már nagyobb arányú Syk törlés is állhat. 
Az in vivo adatokkal és az oszteoklaszt fejlődést vizsgáló kísérletek eredményeivel 
szemben a génexpressziós mérésekben nem láttuk az egyértelműen súlyosabb változást a 
SykΔHaemo kultúrák esetén a SykΔOC kultúrákkal szemben. A Calcr expresszió esetén 
látszódik ez a tendencia, a Tm7sf4, Acp5, Nfatc1 és Ctsk esetén nem. Ennek egyik 
lehetséges magyarázata, hogy a károsodás hátterében nem kizárólag ezeknek az 
oszteoklaszt-specifikus gének expressziójának változása áll, vagy néhány gén 
expressziójának csökkenését más gének expressziója kompenzálja. A SykΔOC 
oszteoklasztok Ctsk expressziójának (a SykΔHaemo kultúrákhoz viszonyított) 
csökkenésének hátterében valószínűleg részben az áll, hogy ezen sejtek az egyik Ctsk 
allélen a Ctsk-Cre mutációt hordozzák (CtskCre/+). 
Az oszteoklaszt-specifikus gének expressziója a FcRγ–/–DAP12–/– kettős KO 
oszteoklasztokban is károsodott. Irodalmi adatok alapján a TRAP mRNS expresszió 0, 2 
és 24 órás RANKL kezelés esetén nem emelkedik az FcRγ-/-DAP12-/- kettős KO 
sejtekben, míg kontroll oszteoklasztokban 24 h után jelentős expressziónövekedés 
tapasztalható (137). 
Több irodalmi forrás is arra utal, hogy a Vav expresszió már az embrionális korban, 




fuzionált fehérje segítségével egyértelműen látható, hogy a Vav jelen van már a 
hemopoetikus őssejtben és még a makrofágokban is (174). A mi qPCR méréseinkben 
azonban a SykΔHaemo makrofágok (és oszteoklasztok) nem mutattak Cre expressziót. 
Irodalmi adatok alátámasztják a Syk és a Vav1 közötti interakciót(175), így a SykΔHaemo 
makrofágokban tapasztalt Cre mRNS expresszió hiány magyarázható azzal, hogy a 
SykΔHaemo egerekben a Vav1 kifejeződés (és így a Cre expresszió) lecsökken a Syk törlése 
után. 
Ismert, hogy a Syk szükséges az autoantitest-indukált artritisz kialakulásához egérben 
(61-64), és a Syk terápiás célpontként szolgál reumatoid artritiszben (80-82), aminek 
hátterében állhat a Syk lehetséges szerepe neutrofilekben, makrofágokban, hízósejtekben 
vagy vérlemezkékben (29, 46-48, 54, 60, 64, 66, 88). Mind az egér (61), mind a humán 
(21) reumatoid artritiszben komoly tünet a súlyos csonterózió, ezért a Syk 
oszteoklaszt-mediált csontbontásban betöltött szerepe további célpontot szolgáltathat a 
gyulladásos betegségekben használt Syk-gátlószereknek. Ezen felül a Syk-mediált 
csontbontás gátlása felmerülhet más, megnövekedett csontvesztéssel járó betegségek 
esetén is mint az oszteoporózis (13) vagy az oszteolítikus áttétekkel járó tumorok (16, 
17). 
Korábban kimutattuk, hogy a PI3Kβ hiányában az egerek csontdenzitása megnő, az 
oszteoklasztok fejlődése és működés károsodik és nem alakulnak ki megfelelő aktingyűrű 
struktúrák (153). Érett oszteoklasztokban vizsgáltuk a PI3Kβ izoformaspecifikus 
gátlószerének, a TGX221-nek a hatását. Azt tapasztaltuk, hogy a gátlószer adását 
követően az aktingyűrűk felbomlanak, fragmentálódnak, tehát a PI3Kβ nemcsak az 
aktingyűrűk kialakulásához, hanem azok megtartásához is szükséges, ami fontos az 




6. Következtetések  
A célkitűzésekben felvetett kérdéseknek megfelelő pontokban foglalom össze a 
következtetéseimet: 
1.) Milyen hatással van a Syk sejtvonalspecifikus törlése az in vivo 
csontanyagcserére? 
Kimutattam, hogy a Syk oszteoklaszt-specifikus törlése enyhébb, hemopoetikus 
törlése masszív csontdenzitás-növekedést okoz egérben in vivo. 
2.) Milyen hatással van a Syk sejtvonalspecifikus törlése az in vitro oszteoklaszt 
fejlődésre és működésre? 
Kimutattam, hogy a Syk oszteoklaszt-specifikus törlése esetén az in vitro 
oszteoklaszt fejlődés és működés jelentősen károsodik, míg hemopoetikus törlés 
esetén teljesen megszűnik. 
3.) Mi okozza a Syk oszteoklaszt-specifikus és hemopoetikus törlése esetén tapasztalt 
eltéréseket? 
Kimutattam, hogy a Syk oszteoklaszt-specifikus és hemopoetikus törlése esetén 
tapasztalt eltérések hátterében az áll, hogy a SykΔOC egerek esetében a Syk törlése 
később, az oszteoklasztogenezis későbbi szakaszában történik meg, és a törlés 
nem tekinthető teljesnek az oszteoklaszt-fejlődés során, míg a SykΔHaemo egerek 
esetén már a sejtek fejlődésének korábbi szakaszában megtörténik a teljes törlés. 
4.) Milyen hatással van a PI3Kβ izoformaspecifikus gátlása az oszteoklasztok 
aktingyűrű-megtartására? 
Kimutattam, hogy PI3Kβ izoformaspecifikus gátlószer adásakor az 






7. Összefoglalás  
Az oszteoklasztok a csontbontásért kizárólagosan felelős, hemopoetikus eredetű sejtek. 
Fejlődésüket M-CSF és RANKL citokinek, valamint adhéziós és immunreceptor-szerű 
jelpályák szabályozzák. 
A Syk egy nem-receptor tirozin kináz, melynek az immunreceptor-szerű jelpályán 
keresztül betöltött szerepét az in vitro oszteoklaszt fejlődésben és működésben már 
korábban kimutatták. A Syk in vivo vizsgálata ezekben a kísérletekben nem volt 
lehetséges a Syk–/– egerek perinatális letalitása miatt. Szövetspecifikus Syk törlés révén – 
Ctsk és Vav1 promótereket használva – létrehoztunk oszteoklaszt-specifikusan (SykΔOC) 
és hemopoetikusan Syk-hiányos egereket. Az in vivo mikro-CT vizsgálatok mindkét 
genotípus esetén emelkedett csontdenzitást mutattak, de a SykΔHaemo egérben ez a változás 
lényegesen jelentősebb volt. Az in vitro oszteoklaszt fejlődés és működés károsodott 
SykΔOC és teljesen megszűnt a SykΔHaemo kultúrákban. Az oszteoklaszt-specifikus gének 
mindkét genotípus esetén csökkent expressziót mutattak. 
A Syk fehérjeexpressziót, a Cre expressziót és a PCR-rel végzett, Sykflox allél delécióját 
célzó vizsgálataink alapján a SykΔHaemo kultúrákban teljes Syk törlés, míg a SykΔOC sejtek 
esetén egy későbbi, nem teljes Syk törlés figyelhető meg. Ezek az eredmények 
megmagyarázzák a SykΔOC és SykΔHaemo mutációk közötti in vivo és in vitro 
különbségeket. Feltételezzük, hogy a Ctsk promóter egy későbbi Cre expressziót és 
aktiválódást eredményez, ami inkomplett Syk törléshez vezet. Ezen eredmények alapján 
igazoltuk a Syk szerepét az in vivo csonthomeosztázisban, ami fontos szempont lehet a 
Syk gátlószerek alkalmazásakor megemelkedett csonttömegvesztéssel járó betegségek 
(reumatoid artritisz, oszteoporózis és oszteolítikus metasztázisok) esetén. 
Korábban már kimutattuk, hogy a PI3Kβ szükséges az oszteoklasztok fejlődéséhez, 
működéséhez és aktingyűrű-képzéséhez. Érett oszteoklasztokban vizsgáltuk a PI3Kβ 







Osteoclasts are the unique bone resorbing cells of hemopoietic origin. Their development 
and function are regulated by M-CSF, RANKL cytokines, adhesive and 
immunoreceptor-like signals.  
The role of Syk, a nonreceptor tyrosine kinase was previously shown to be mediated by 
immunoreceptor-like signals in in vitro development and function of osteoclasts. The 
analysis of Syk in in vivo bone metabolism was not possible in these studies because of 
the perinatal lethality of Syk–/– mice. By tissue specific Syk deletion – using Ctsk or Vav1 
promoter driven Cre expression – we generated mice with osteoclast-specific (SykΔOC) or 
hematopoietic (SykΔHaemo) Syk deficiency. In vivo micro-CT analysis showed increased 
bone density in both genotypes, but more robust phenotype in case of SykΔHaemo mice. 
In vitro osteoclast development and function was reduced in SykΔOC and completely 
blocked in SykΔHaemo cultures. Osteoclast-specific gene expression was reduced in both 
cases. 
A complete deletion of Syk in the SykΔHaemo cultures was observed based on the results of 
Syk protein level, Cre expression and PCR analysis of the Sykflox allele deletion while Syk 
was only incompletely deleted at a later stage of osteoclastogenesis in SykΔOC cells. Those 
results explain the in vivo and in vitro difference between the SykΔOC and SykΔHaemo 
mutations, supposedly through a late activation of Cre expression by the Ctsk promoter 
causing incomplete Syk deletion. Based on these results we confirmed the role of Syk in 
in vivo bone homeostasis which might be an important aspect at the development of Syk 
inhibitors for the treatment of diseases characterized by excessive bone loss such as 
rheumatoid arthritis, osteoporosis and osteolytic cancer metastases. 
We have previously shown that the PI3Kβ is required for osteoclast development, 
resorptive function and for the formation of actin rings. In mature osteoclasts we tested 
the effects of PI3Kβ isoform-selective inhibitor TGX221, which caused the fragmentation 
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